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RESUMO

Dietas ricas em compostos bioativos possuem papel importante na prevencao de
doencas. Os compostos fenolicos podem atuar como sequestradores de radicais livres,
quelantes de ions metalicos, e moduladores do sistema antioxidante enddgeno. Sua acédo
tem grande importancia contra o estresse oxidativo. Polifenois podem atuar na
prevencdo e tratamento de alguns tipos de cancer por meio da inibigdo do crescimento
das células tumorais. O tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) € um fruto que possui
diversos compostos como vitamina C, flavonoides, antocianidinas e quercetina. Seu
potencial antioxidante vem sendo demonstrado em diversos estudos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos do extrato aquoso do tucum-do-cerrado (Bactris setosa
Mart.) em células eucarioticas. Células de Saccharomyces cerevisiae selvagem e sem o
fator de transcri¢do Yapl, envolvido na transcricdo de genes de enzimas antioxidantes,
foram utilizadas em ensaios de crescimento e sobrevivéncia. Foram utilizados os
oxidantes menadiona (5 e 15 pM) e perdxido de hidrogénio (0,5 e 1 mM). O extrato do
tucum-do-cerrado foi testado em concentracdes de 10-150 pug/mL. Modelos de células
cancerigenas intestinais, fibroblastos intestinais e organoides do jejuno humano foram
avaliados quanto a viabilidade celular ap6s serem expostos ao extrato aquoso de tucum.
Os niveis de mRNA das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx), dos fatores de transcricdo NF-E2-related factor 2 (Nrf2) e
da subunidade alfa do fator 1 induzivel por hipoxia (HIF-1a), envolvido na transcri¢do
de diversos genes, incluindo genes envolvidos na angiogénese, foram avaliados. As
concentracdes de 15 puM de menadiona e 1 mM de H202 resultaram em menor
crescimento e sobrevivéncia em S. cerevisiae. O extrato do tucum ndo prejudicou o
crescimento e sobrevivéncia de S. cerevisiae em nenhuma concentracdo testada, além de
exercer efeito protetor no crescimento de células selvagens expostas a menadiona e ao
H202. O mesmo efeito ndo foi observado em células sem Yapl, onde o extrato de
tucum ndo protegeu contra a exposi¢cdo ao H202. Os resultados indicaram que a agéo
protetora do tucum contra o estresse oxidativo promovido por H202 depende da
presenca de Yapl. Para as células intestinais, o extrato do tucum na concentragéo de 1
mg/mL reduziu a proliferacdo celular de células Caco-2, mas ndo de organoides do
jejuno e de fibroblastos. Esse resultado indica uma agéo especifica do extrato para as
células cancerigenas. Na concentracdo de 0,5 mg/mL, o extrato foi capaz de aumentar a

producdo mitocondrial de superdxido e de reduzir os niveis de mRNA das enzimas
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SOD, catalase e GPx e dos fatores de transcricdo Nrf2 e HIF-1 (subunidade o) , mas ndo
da sintase de Oxido nitrico. Embora os niveis de mRNA tenham sido reduzidos, a
expressdo proteica da MnSOD e catalase se mantiveram em niveis proximos ao do
grupo controle. Os resultados encontrados sugerem que a acdo do extrato de tucum nas
células Caco-2 esta relacionada ao aumento do estresse oxidativo causado pelo aumento

do superdxido e manutencao das enzimas antioxidantes em niveis normais.

Palavras-chave: estresse oxidativo, tucum-do-cerrado, antioxidantes, Nrf2,

Yapl, Saccharomyces cerevisiae, intestino, Caco-2, organoides, cancer.



ABSTRACT

Diets rich in bioactive compounds play an important role in disease prevention.
Phenolic compounds can act as free radical scavengers, chelators of metal ions, and
modulators of the endogenous antioxidant system. Its action is of great importance
against oxidative stress. Polyphenols may act in the prevention and treatment of some
types of cancer by inhibiting the growth of tumor cells. Tucum-do-cerrado (Bactris
setosa Mart.) is a fruit that has several compounds such as vitamin C, flavonoids,
anthocyanidins and quercetin. Its antioxidant potential has been demonstrated in several
studies. The objective of this work was to evaluate the effects of the aqueous extract of
tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) on eukaryotic cells. Saccharomyces cerevisiae
wild-type cells and cells lacking the transcription factor Yapl, involved in the
transcription of antioxidant enzyme genes, were used in growth and survival assays.
The oxidants menadione (5 and 15 pM) and hydrogen peroxide (0.5 and 1 mM) were
used. The tucum-do-cerrado extract was tested at concentrations of 10-150 pg/mL.
Intestinal cancer cell models, intestinal fibroblasts and human jejunal organoids were
evaluated for cell viability after being exposed to aqueous tucum extract. The mMRNA
levels of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione
peroxidase (GPx), the transcription factors NF-E2-related factor 2 (Nrf2) and the
hypoxia-inducible factor 1 alpha subunit (HIF-1a) , involved in the transcription of
several genes, including genes involved in angiogenesis, were evaluated.
Concentrations of 15 pM menadione and 1 mM H202 resulted in lower growth and
survival in S. cerevisiae. The tucum extract did not impair growth and survival of S.
cerevisiae at any concentration tested, in addition to exerting a protective effect on the
growth of wild-type cells exposed to menadione and H202. The same effect was not
observed in cells lacking Yapl, where tucum extract did not protect against exposure to
H202. The results indicated that the protective action of tucum against oxidative stress
promoted by H202 depends on the presence of Yapl. For intestinal cells, tucum extract
at a concentration of 1 mg/mL reduced cell proliferation of Caco-2 cells, but not of
jejunal organoids and fibroblasts. This result indicates a specific action of the extract
towards cancer cells. At a concentration of 0.5 mg/mL, the extract was able to increase
the mitochondrial production of superoxide and to reduce the mRNA levels of SOD,
catalase and GPx enzymes and of the transcription factors Nrf2 and HIF-1 (a subunit) ,

but not nitric oxide synthase. Although mRNA levels were reduced, the protein
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expression of MnSOD and catalase remained at levels close to that of the control group.
The results suggest that the action of tucum extract on Caco-2 cells is related to an
increase in oxidative stress caused by increase in superoxide and maintenance of

antioxidant enzymes at normal levels.

Key words: oxidative stress, tucum-do-cerrado, antioxidants, Nrf2,
Yapl, Saccharomyces cerevisiae, intestine, Caco-2, organoids, cancer.
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1. INTRODUCAO

Dietas que apresentam compostos bioativos em sua composicao, tais como
compostos fendlicos, possuem um papel importante na satde e na prevencdo de doencas
tais como obesidade e doencas cronicas associadas. Além disso esses compostos
apresentam efeitos anti-inflamatorio, antioxidante, quimiopreventivo e neuropreventivo
(CHUNG et al., 1998; HANHINEVA et al., 2010). As concentracdes dos polifendis na
corrente sanguinea dependem de sua absorcao, metabolismo (LEWANDOWSKA et al.,
2013), da natureza do polifenol e da fonte alimentar (MANACH; SCALBERT;
MORAND; REMESY et al., 2004). Os polifenois atuam como sequestradores de
radicais livres, capturando moléculas como radical superoxido (O,¢), radical hidroxil
(*OH), e 6xido nitrico (NO+) (DUTHIE; DUTHIE; KYLE, 2000) e sdo reconhecidos
por sua acdo quelante de ions metalicos (WEI et al., 2006;YOSHINO; MURAKAMI,
1998).

Outro mecanismo importante exercido pelos polifendis é a modulacdo do sistema
antioxidante endogeno formado pelas enzimas catalase, glutationa peroxidase (GPX), e
superdxido dismutase (SOD) (FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014). Tal modulacao se
da por meio da ativacao de fatores de transcrigdo. O Nrf2 (NF-E2-related factor 2) é um
fator de transcricdo que participa da resposta antioxidante em células animais e é
ativado sob condicdes de estresse oxidativo. O Nrf2 atua no ndcleo celular, por meio da
ativacdo de genes que codificam enzimas antioxidantes (LUSHCHAK, 2014). Na
levedura Saccharomyces cerevisiae, o fator de transcricdo Yapl exerce papel similar ao
do Nrf2 quando esse microrganismo é exposto a agentes estressores. O Yapl (Yeast
activator protein 1) ativa genes que codificam enzimas antioxidantes ou enzimas
envolvidas na sintese de antioxidantes, como por exemplo a glutationa (GSH)
(RODRIGUES-POUSADA, CLAUDINA. MENEZES, REGINA A. PIMENTEL,
2010). Dessa forma, foram utilizadas cepas de leveduras selvagens (BY4741) e cepas de
leveduras que ndo possuem o fator de transcricdo Yapl (YaplA) em leveduras
Saccharomyces cerevisiae a fim de verificar a agdo do extrato aquoso do tucum-do-
cerrado nessas células.

Nas doencas inflamatorias intestinais, ocorrem niveis anormalmente altos de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), o que indica que o estresse oxidativo € um
potencial fator etiologico ou desencadeante (REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI, 2007).
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A hipoxia ocorre nas doengas inflamatdrias intestinais e o fator induzivel por hipdxia
(HIF-1a), uma das subunidades de HIF-1, foi detectado tanto na colite ulcerativa,
quanto na doenca de Crohn (GIATROMANOLAKI et al., 2003). HIF-1a ¢ um fator de
transcricdo responsivo a hipdxia que controla a expressdo de indmeros genes alvo,
incluindo genes cujos produtos estdo envolvidos no processo de eritropoiese,
angiogénese, e metabolismo energético (CABRERO MANRESA et al., 2016). A partir
do modelo de celulas intestinais, foi investigado se o extrato aquoso do tucum-do-
cerrado € capaz de proteger essas células contra o estresse oxidativo e se interfere na
ativacdo e proliferacdo de células intestinais cancerigenas e normais.

O tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) é um fruto que pode ser consumido
nas formas de sucos, geléias, sorvetes ou vinhos (SILVA et al., 2001). O fruto possui
maior potencial antioxidante na casca quando comparada a polpa (FUSTINONI-REIS et
al., 2016;ROSA et al., 2016;SIQUEIRA, DE et al., 2013). A casca possui diversos
compostos, como a vitamina C, flavondides, antocianinas, catequinas, cianidina,
peonidina e quercetina (SIQUEIRA et al, 2013; DANTAS, 2016). A capacidade
antioxidante do tucum-do-cerrado foi demonstrada por meio da reducdo da peroxidacéo
lipidica medida pela reducdo da formacdo de malondialdeido (MDA), em figado de
camundongos (FUSTINONI-REIS et al., 2016) e em celulas de Saccharomyces
cerevisiae, , e também pela reducdo do dano oxidativo a proteina albumina do soro
bovino (BSA) (SIQUEIRA, DE et al., 2013).

Devido ao envolvimento do estresse oxidativo com doencas inflamatorias,
desenvolvimento carcinogénico entre outras, as propriedades antioxidantes do tucum-
do-cerrado podem auxiliar na descoberta de mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e evolucdo dessas doencas e oferecer potencial para a prevencdo e
tratamento. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo antioxidante do

extrato aquoso do tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) em células eucarioticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Compostos bioativos na dieta

Compostos bioativos podem ser definidos como compostos naturais presentes em
pequenas quantidades em plantas e alimentos ricos em gordura e que possuem impacto
positivo no funcionamento ou condicdo do organismo e sua saiude (KRIS-ETHERTON
et al., 2002). Esses compostos sdo encontrados em diversas fontes animais e vegetais e
apresentam estrutura e funcdo variadas, podendo ser vitaminas, proteinas e peptideos,
oligossacarideos, acidos graxos e compostos fendlicos (SCHIEBER; STINTZING;
CARLE, 2001;TORRES-FUENTES et al., 2015).

Compostos fendlicos formam um extenso grupo de fitoquimicos resultantes do
metabolismo secundario de plantas e sdo encontrados de forma abundante na
alimentacdo humana, principalmente em frutos e vegetais. Esses compostos apresentam
grande diversidade em sua estrutura e possuem, no minimo, um grupamento fenol, que
¢ formado por um anel aromatico e um grupo hidroxil (OH) (HANHINEVA et al.,
2010). A atividade antioxidante dos polifendis é caracterizada por meio de sua estrutura
quimica, sendo os mais efetivos aqueles com maior potencial para estabilizar moléculas
com elétrons desemparelhados. Polifendis atuam como sequestradores de radicais livres,
capturam moléculas como o radical superéxido (O,7), 0 "OH, e o 6xido nitrico (NO°),
por exemplo, e assim inibem suas a¢des (DUTHIE; DUTHIE; KYLE, 2000).

A capacidade antioxidante dos polifenois depende da posicdo dos grupos ‘OH e
sua biodisponibilidade dependera da quantidade ofertada e das modificacdes
metabolicas ocorridas durante a absorcdo e seu caminho pelo trato digestério humano
(LEWANDOWSKA et al., 2013). Os flavonoides, por exemplo, podem ter sua
biodisponibilidade alta (entre 33 a 100% no caso das isoflavonas), sendo absorvidos
pelo estbmago ou intestino e entrando na circulagdo sanguinea entre 1 e 3 horas apds
seu consumo. Aqueles que ndo sdo rapidamente absorvidos seguem para o colon e
tornam-se substratos do metabolismo da microbiota, podendo ser benéficos para o perfil
de bactérias intestinais (MANACH; SCALBERT; MORAND; REMESY et al.,
2004;RIO, DEL et al., 2013). Além disso, ainda que a biodisponibilidade oral desses
compostos seja conhecidamente baixa, 0os metabdlitos gerados pelo intestino, figado e

pela microbiota a partir dos polifendis ingeridos na dieta sdo capazes de exercer
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atividade biologica e, portanto, exercem papel importante na salde e prevencdo de
diversas doencas (LUCA et al., 2019).

Tabela 1: Classificacdo dos compostos fendlicos.

Flavonoides

Néao Flavonoides

Flavonois

Flavonas

Isoflavonas
Flavononas

Antocianidinas

Flavan-3-ois

Dihidrochalcone

Acidos fenolicos

Curcuminoides
Estilbenos
Taninos

Lignanos

Kaempferol, quercetina, isorhammetina e
miricetina

Apigenina, luteonina, wogonin e baicalein

Daidzeina e genisteina

Naringenina e hesperetina
Pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina

Catequinas, epicatequinas e afzelequina

Aspalatina, notofagina e florizina

Acido galico, &cido elagico, 4cido cafeico,
acido clorogénico, acido ferulico, &cido
rosmarinico

Curcumina

Resveratrol

Procianidinas, teogalina e punicalagina
Enterodiol, enterolactona, matairesinol e

secoisolariciresinol

Fonte: Del Rio, 2013.; Mojzer, 2016.

Diversos estudos mostram que os polifendis apresentam propriedades benéficas a

salde como efeitos anti-inflamatorios, efeitos antioxidantes, quimiopreventivos e

neuroprotetores (HANHINEVA et al., 2010). Devido ao papel importante do dano

oxidativo no desenvolvimento de diversas doencas, a acdo antioxidante dos alimentos

com compostos fendlicos pode ser associada a prevencdo dessas doencas (CROFT,

2016). A estimativa de consumo diario de polifendis na dieta humana é de 1g
(MANACH; SCALBERT; MORAND; REMESY et al., 2004;0VASKAINEN et al.,

2008).

Os polifenois atuam ndo apenas como antioxidantes, mas também reduzem a

suscetibilidade do colesterol LDL a oxidacdo ao reduzirem a quantidade de agentes

17



oxidantes. Além disso, exercem papel fundamental como moduladores e sinalizadores
de vias metabdlicas (SIES; JONES, 2007).

As principais fontes de polifenois sdo frutos como uvas, macas, cerejas, e outras
frutas citricas. Esses compostos podem ser também encontrados em sementes, café,
vinho tinto, cerveja, chas (como cha verde ou preto), cacau e soja. Nos vegetais séo
facilmente encontrados em espinafre, brocolis, cebola, tomate, cenoura, beterraba,
azeitonas e muitos outros. Alguns temperos como alecrim, salvia, gengibre e curcuma
também sdo fontes de compostos fendlicos. Varias classes de compostos fenolicos séo
encontradas na dieta, tais como flavonas, flavonoides, antocianidinas, fenilpropanoides
(HERMES-LIMA, 2004.; MOJZER, 2016).

Frutos comumente encontrados no cerrado sdo conhecidamente ricos em
compostos bioativos, principalmente compostos fendlicos (FANK-DE-CARVALHO;
MARCHIORETTO, 2015). Dessa forma, se tornam opc¢des de alimentos funcionais.
Alguns dos frutos do cerrado como, por exemplo, caja, araticum, baru, jabuticaba,
goiaba, jenipapo e a mangaba possuem atividade antioxidante, além de diversos
nutrientes. Esses frutos, portanto, sdo importantes fontes alimentares, e podem gerar

renda para a economia local (BAILAO et al., 2015).

2.2 Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.)

O Tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart.) € um fruto comestivel encontrado em
palmeiras pertencentes a ordem Arecales e familia Aracacea. As palmeiras sdo cobertas
de espinhos e medem cerca de 2 a 6 m de altura (MENDONCA et al., 2008). O tucum-
do-cerrado € também conhecido popularmente como tucum, tucum amarelo, tucum
bravo e tucum do brejo. Ele é consumido por animais e estd amplamente distribuido no
cerrado e mata Atlantica, podendo também ser consumido na dieta humana de diversas
formas, como sucos, geleias, sorvetes ou vinhos (SILVA et al., 2001). Este fruto é
encontrado em cachos abundantes, tem cerca de 2 a 3 cm de diametro (Figura 1A e 1B)

e coloracdo arroxeada e escura, semelhante aos frutos de jabuticaba.
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Figura 1: Fruto do tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.). Apresenta-se em cacho (A) e em
fruto separado (B). A figura 1B mostra um fruto com casca intacta (roxa) e outro com o fruto

aberto para demonstrar a polpa (branca). Fonte: da Silva, R. C. (2022).

Existem diversos compostos bioativos presentes no tucum-do-cerrado, como a
vitamina C, flavonoides e antocianinas. Esses compostos estdo presentes em maiores
quantidades quando comparadas, por exemplo, as encontradas na maca da variedade red
delicious (SIQUEIRA, DE et al., 2013).

O extrato aquoso da casca do tucum-do-cerrado foi fracionado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia — High Performance Liquid Cromatography
(HPLC), o que possibilitou a identificacdo de alguns compostos, como catequinas,
cianidina, peonidina e quercetina, mostrados na tabela 2. Esses compostos apresentaram
maior atividade antioxidante quando comparados aos demais compostos isolados por
HPLC, em ensaios in vitro de dano oxidativo a 2-desoxiribose (DANTAS, 2016).

O tucum-do-cerrado possui significativo potencial antioxidante e alto conteido de
compostos fendlicos, que sdo encontrados principalmente na casca do fruto quando
comparada a polpa (FUSTINONI-REIS et al., 2016;ROSA et al., 2016;SIQUEIRA, DE
et al., 2013). Em estudos anteriores, foram encontrados cinco tipos de antocianinas no
extrato alcoolico/aquoso (1:1) da casca e polpa do fruto. Porém, esses compostos néo
estdo presentes no extrato da semente. Corroborando com o estudo de Dantas, 2016, 0
extrato da casca também apresentou compostos como catequinas, epicatequinas e

guecertina, além de carotendides (BOEING et al., 2017).
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Tabela 2 - Identificacdo de compostos fenolicos no extrato aquoso da casca do tucum-
do-cerrado por HPLC-DAD e MALDI-ToF.

Numero Tempo de UvMax Fragmento(s) ions Composto
do pico retencédo m/z (MS mode)
(min)
6 20.62 220, 278, 524 - Catechin *
9 27.66 216, 278, 517 - Catechin *
15 41.73 211, 279, 326, 517 287 Cyanidin
17 47.30 206, 269, 357, 518 301 Peonidin
18 49.35 254, 353, 520 303 Quercetin

*Avaliado em espectro UV.
Fonte: Dantas, 2016.

O extrato da casca do tucum-do-cerrado atua como sequestrador contra espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e sua atividade é maior quando comparada aos extratos
da polpa e semente. Além disso, 0 extrato da casca do tucum-do-cerrado se mostrou
eficiente na reducdo da producdo de espécies reativas em neutrdfilos, sugerindo que
seria uma alternativa de tratamento em casos inflamatdrios. Células provenientes de
adenocarcinoma intestinal (Caco-2) também foram expostas ao extrato alcodlico/aquoso
(100 pg/mL) e os resultados demonstraram que na concentragdo avaliada, ndo ha
toxicidade, mas h& protecéo contra o dano oxidativo (BOEING et al., 2017).

Estudos in vivo demonstraram que o consumo diario da casca e polpa do tucum-
do-cerrado tem efeito protetor contra a peroxidacdo lipidica, por meio da reducdo da
formacdo de malondialdeido (MDA), em figado de camundongos (FUSTINONI-REIS
et al., 2016). Em células de Saccharomyces cerevisiae, 0 extrato da casca também
reduz a peroxidacdo lipidica e, em ensaios in vitro, reduz o dano oxidativo da proteina
albumina do soro bovino (BSA) (SOUSA, 2013).

Em um estudo realizado com ratos Wistar que foram induzidos a desenvolver
cancer colorretal, o tucum-do-cerrado (polpa e casca) demonstrou ser eficaz em prevenir
0 aparecimento de células cancerigenas. Além disso, as células do colon desses animais
aumentaram a atividade de SOD enquanto houve redugdo de MDA e aumento na
atividade de Glutationa S-Transferase hepatico. O tucum promoveu um ambiente pro-
inflamatorio e pro-apoptotico para os animais que tiveram as lesfes induzidas no colon
(CAMPOS; CUNHA, DA; ARRUDA, 2018).
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Resultados mais recentes mostram que o tucum-do-cerrado pode melhorar a
resposta de glicose hepética por meio de supressdo da gliconeogénese e modulagdo da
via da Proteina Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPK), mesmo em
condic¢des com suplementacdo moderada de ferro em ratos Wistar que tiveram a polpa e
casca do tucum adicionado a racdo (HEIBEL et al., 2018). Ainda com ratos e em
modelo similar, adicionando o tucum (polpa e casca) na ragdo dos animais, foi
demonstrado que o tucum reduz a hepicidina hepética possivelmente por meio da
regulacdo negativa das expressdes hepatica de Hjv e intestinal de Dmtl. O estudo
sugere que a modulacdo de hepicidina hepatica pelo tucum-do-cerrado envolve a via

inflamatoria, além de sua acdo quelante (ARRUDA, et al. 2020).

2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os oxidantes e
antioxidantes, em favor dos oxidantes, que leva a ruptura do sistema de sinalizacdo
redox e controle do dano molecular. Diversas vias de sinalizagdo para a diviséo celular,
e o controle de renovacdo de tecidos séo prejudicadas devido a esse desequilibrio do
sistema redox (SIES; JONES, 2007). Além disso diversas patologias estdo diretamente
relacionadas ao estresse oxidativo devido a oxidacdo de componentes do metabolismo
(HALLIWELL, 2006b). Essa oxidacdo esta envolvida em diversos processos como 0S
de inflamacdo, aterosclerose, envelhecimento, carcinogénese e acdo e toxicidade de
drogas (SIES; JONES, 2007).

Todos os organismos que utilizam o oxigénio podem sofrer danos oxidativos.
Acredita-se que a toxicidade causada pelo oxigénio é principalmente pela formacao em
excesso de superoxido, que favorece também a formacdo da molécula de perdxido de
hidrogénio (H,O2) (HALLIWELL, 2006a).

2.3.1 Geracdo celular de Espécies Reativas de Oxigénio

Durante o metabolismo celular aer6bico, Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)
sdo constantemente formadas a partir de oxigénio. A mitocondria contribui em maior
parte para essa geracdo de EROs, por meio do consumo de aproximadamente 80% do
oxigénio molecular durante a fosforilagdo oxidativa. A cadeia transportadora de elétrons

possui 5 complexos, conhecidos como complexos |, I, 111, IV e adenosina trifosfato
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(ATP) sintase localizados na membrana interna da mitocondria. Dessa forma, durante o
processo de respiracao celular os elétrons sdo transportados por essa série de complexos
mitocondriais até o seu receptor final que é o oxigénio molecular (HAN; WILLIAMS;
CADENAS, 2001).

Elétrons liberados pela cadeia transportadora durante o processo de metabolismo
celular reagem com o oxigénio molecular, gerando o radical superéxido (O;"). Esses
O, gerados nos complexos | e Il sdo liberados no espago intermembranar, que é
responsavel por receber cerca de 80% dessa espécie reativa gerada na mitocondria
enquanto cerca de 20% séo recebidos pela matriz mitocondrial (HAN; WILLIAMS;
CADENAS, 2001). Os poros de transi¢do localizados na parte externa da membrana
mitocondrial permitem a passagem do O, para o citoplasma, onde ocorre sua
dismutacdo a peréxido de hidrogénio (H,O;), que é uma molécula com alta
difusibilidade. Essa reacdo € catalisada pela superdxido dismutase localizada na matrix
mitocondrial (MnSOD) ou no citosol (Cu/ZnSOD) (CROMPTON, 1999).

Outra importante fonte de producdo de EROs sdo o0s peroxissomas, onde
superdxido e peroxido de hidrogénio sdo gerados por meio da acdo de xantina oxidase
na matriz peroxissomal e nas membranas. Além disso, alguns metabdlitos endégenos
como prostaglandinas, &cidos graxos, compostos encontrados em medicamentos e
componentes de corantes e saborizantes também podem se tornar fontes de EROs. Esses
radicais livres sdo processados no reticulo endoplasmatico liso e transformados
comumente em OH" (DANSEN; WIRTZ, 2001;RiO, DEL et al., 1992).

O sistema imunoldgico também faz parte da producéo e sinalizagdo de EROs por
meio das enzimas ligadas @ membrana chamadas NADPH oxidases, conhecidas como a
familia das NOXs. Esse mecanismo envolve diversos estagios como o uso de proteinas
para transporte de elétrons entre as membranas bioldgicas, onde o oxigénio molecular é
reduzido a O," pelas NOX (KUMARI et al., 2018).

2.3.2 Radicais Livres

Radicais livres sdo definidos como atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados em seus orbitais (HALLIWELL, 2006a). Os radicais gerados
a partir do oxigénio molecular representam a classe mais importante de espécies reativas
geradas em organismos vivos. Em células normais, a geracdo de EROs é necesséria e

benéfica para as funcbes fisioldgicas, pois essas espécies exercem papel protetor,
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danificam os patogenos nos sitios de inflamacdo (HALLIWELL, 2006b). Além disso, as
EROs participam da regulagdo cardiaca, vascular e da concentracdo intracelular de
calcio (VALKO, Marian et al., 2007).

No entando, altas concentracdes de EROs podem causar danos a acidos nucleicos,
estruturas celulares, proteinas e lipideos, o que pode estimular vias metabdlicas de
carcinogénese, mutagénese e envelhecimento celular (HALLIWELL, 2006b;VALKO,
Marian et al., 2007). A geracdo de EROs a partir da disfungdo mitocondrial, por
exemplo, gera mudanca na permeabilidade da membrana e leva a ativacdo da via das
caspases, causando também a deplecdo de moléculas como a glutationa (GSH)
(ARMSTRONG, 2006).

Na cadeia respiratoria, menos de 10% do oxigénio consumido é reduzido em
radical superéxido (O,). O radical superéxido pode sofrer uma reacdo de dismutacéo
com adicdo de protons e gerar o peroxido de hidrogénio (H,0O,), que ndo é um radical
livre, mas € mais reativo que o oxigénio molecular e, por isso, é incluido no grupo das
EROs. O peroxido de hidrogénio consegue atravessar facilmente diversas membranas
celulares, o que o torna extremamente danoso. Quando essa molécula de H,O, recebe
mais um elétron (Figura 2), ela se divide e resulta em OH’ e anion hidroxila (OH"). Por
fim, a molécula de OH" recebe mais um elétron e um préton para formar agua (H,0)
(Hermes-Lima, 2004; Lushchak, 2014).

0,——> 0, # H,0,—>HO" +HO
4e|4H"
e, H' (H')
2H,0=

H-I—
Figura 2: Reduc¢do do oxigénio molecular com 1 ou 4 elétrons.
Fonte: (Lushchak, 2011), adaptado.

O radical superoxido possui apenas um elétron desemparelhado e ndo é reativo
com a maioria das biomoléculas (HALLIWELL, 2006a). Em bactérias, por exemplo,

sua toxicidade se d& por meio da inativacdo de enzimas que possuem atomos de ferro
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e/ou enxofre em sua estrutura (IMLAY, 2003). Os 4tomos de Fe*? ou Cu®* possibilitam
a conversdo da molécula de H,O, em OH’, conhecida como a reacdo de Fenton, descrita
a sequir:

Fe®* /Cu* + H,0, — Fe**/Cu* + OH + OH’

A reacdo entre o ferro e o H,O, gera OH" e OH". Os radicais hidroxila séo
conhecidos por atacarem bases nitrogenadas do DNA, causando diversos danos
(HALLIWELL, 2006a).

O OH’ pode reagir com diversas moléculas e estd envolvido na iniciacdo do
processo de peroxidacdo lipidica, assim como na oxidacdo e danos em proteinas e
moléculas de DNA. Sua acdo nessas moléculas, incluindo carboidratos, leva a
mecanismos naturais como o0 de envelhecimento (HERMES-LIMA, 2004,
LUSHCHAK, 2014).

2.4 Sistema Antioxidante

Todos os organismos que utilizam o oxigénio em seu metabolismo sofrem
exposicdo ao estresse oxidativo. Dessa forma, células de diferentes organismos
desenvolveram mecanismos de protecdo para evitar danos oxidativos a componentes
celulares (JAMIESON, 1998). Para manter os sistemas biologicos protegidos da
toxicidade das EROs diversos mecanismos funcionam para manter e controlar sua acdo
e quantidade e isso envolve defesas enzimaticas e ndo enzimaticas (HERMES-LIMA,
2004).

2.4.1 Sistema antioxidante ndo-enzimatico

Grande parte dos antioxidantes ndo-enzimaticos nao sdo sintetizados pelos seres
humanos e precisam ser consumidos na dieta. Antioxidantes ingeridos por meio da dieta
sdo essenciais para, junto aos antioxidantes enddgenos, proteger contar o estresse
oxidativo. Uma nutricdo incompleta, com deficiéncia em alguns antioxidantes pode
estar correlacionada a diversas doencgas, como doencgas pulmonares e intestinais (LIU et
al., 2018).

Os antioxidantes dietéticos sdo conhecidos como substancias presentes nos
alimentos que auxiliam na reducdo significativa dos efeitos causados por espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio nas fungdes fisiologicas do organismo. Dentro dessa
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definicéo estdo a vitamina C, vitamina E e selénio. Outros componentes dietéticos como
carotenoides e polifendis, apesar de ndo estarem dentro da defini¢do, influenciam em
diversas reagdes bioquimicas decorrentes do processo oxidativo (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2000). O baixo consumo ou baixa biodisponibilidade de antioxidantes
dietéticos, como polifendis e alguns micronutrientes, reduzem a eficacia do processo
antioxidante no organismo (SIES; JONES, 2007).

O é&cido ascorbico (Vitamina C) exerce a funcdo fisiologica de antioxidante
soltvel devido a sua alta capacidade redox. Além disso, possui a capacidade de reciclar
a vitamina E atua como sequestrador de moléculas como o radical superdxido, oxigénio
singleto, peroxinitrito e OH’. Ja foi demonstrado que a vitamina C possui papel
importante na inibicdo da peroxidagdo lipidica, por meio do sequestro de espécies
reativas antes que a peroxidacao seja iniciada, e na protecdo contra o dano a proteinas e
DNA causados por radicais. A vitamina C oferece protecao indireta contra os danos
causados por EROs recuperando outros antioxidantes, como a glutationa e o a-tocoferol
para o seu estado inicial (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000; FREI, STOCKER E
AMES, 1988). A biodisponibilidade da vitamina C estd em cerca de 80% da ingestao.
Dessa forma, o consumo diario de vitamina C deve estar entre 60 e 100 mg para manter
0s niveis plasmaticos adequados (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2013).

A Vitamina E (a-tocopherol) é uma vitamina liposolGvel, o que auxilia a
prevencdo da peroxidacdo lipidica celular. Sua atuacdo como sequestradora de
moléculas como o radical peroxil evita que esse radical ataque os lipideos para
transforma-los em hidroperoxidos e propaguem a peroxidacdo em cadeia (NIKI;
TRABER, 2012). Dessa forma, a vitamina E forma um radical tocoferil, como
demonstrado a seguir, na figura 3. A vitamina E elimina o radical peroxil antes que ele
ataque o acido graxo para produzir hidroperoxido, que propaga a oxidacdo da cadeia. O
radical tocoferil restante pode ser reduzido pelo acido ascérbico (vitamina C) ou pelo
ubiquinol para retornar a forma de vitamina E, pode atacar os acidos graxos ou
hidroperdxido, pode reagir com radical peroxil para produzir um aduto ou ainda reagir

com outro radical tocoferil para produzir um dimero estavel.
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Figura 3: Acéo da vitamina E como sequestrador de radicais contra a peroxidacéo. Radical peroxil
(LO,.), &cido graxo (LH), radical lipidico (L*), Hidroperéxido (LOOH), radical tocoferil (E*), 4cido
ascorbico (C).

Fonte: (NIKI; TRABER, 2012), Adaptado.

O radical tocoferil (E*) podera ser reduzido por outros antioxidantes a tocoferol,
formar dimeros de tocoferol ndo reativos, ser oxidado a tocoferil quinona ou ainda,
atuar como pro-antioxidante e oxidar outros lipideos (INSTITUTE OF MEDICINE,
2000).

Os carotendides mais encontrados no plasma humano sio o -caroteno, licopeno,
luteina e criptoxantina. A agdo antioxidante dos carotenodides consiste em reduzir a
quantidade de oxigénio singleto disponivel. Os carotendides podem reagir com EROs, 0
que resulta na retirada de hidrogénio, transferéncia de elétrons ou adicdo de espécies
radicalares. Podem atuar também de forma sinérgica para recuperar moléculas de
vitamina C e E (HERMES-LIMA, 2004; BOHM et al, 2020).

O selénio, que atua como um cofator em enzimas antioxidantes, também compde
0 sistema antioxidante ndo-enzimético. O selénio atua junto a quatro enzimas de
Glutationa Peroxidases (GSHPx 1 a 4) no combate ao estresse oxidativo e também junto
a tiorredoxinas redutases, com funcdo de restabelecer a atividade do acido ascoérbico
oxidado através da doacdo de elétron (MAY et al., 1998; INSTITUTE OF MEDICINE,
2000).
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A glutationa € um tripeptideo formado a partir da L-cisteina, L-glutamato e L-
glicina, conhecido como principal antioxidante sollvel nas células e apresenta
concentracdo de até 15 mM no citosol, ndcleo e mitocondria. Sua porgéo cisteina-tiol
confere sua acdo antioxidante, vez que o tiol é oxidado e forma o dissulfeto de
glutationa oxidada (GSSG) (MEISTER; ANDERSON, 1983). Suas principais funcgdes
contra o estresse oxidativo sdo atuar em conjunto com enzimas como a GPX e
glutationa-S-transferase (GST), como sequestrador para 0 OH’, evitar a peroxidacdo
lipidica e regenerar outros antioxidantes como as Vitaminas C e E. Altas concentragdes
de GSSG podem danificar uma série de enzimas e acumularem dentro das células. Por
iss0, a razdo entre GSSG e GSH é um bom indicador do estresse oxidativo (VALKO et
al., 2007).

2.4.2 Sistema antioxidante enzimatico

A linha de defesa priméria contra o radical superdxido inclui a superoxido
dismutase (SOD), que tem sua funcéo prioritariamente na prote¢cdo mitocondrial contra
0 dano oxidativo causado pelo radical superdéxido (HERMES-LIMA, 2004). A SOD
catalisa a reacdo de dismutacdo do radical superoxido em perdxido de hidrogénio

(reacdo 1), o que permite o controle efetivo de niveis desse radical no organismo.

(l) 20,7+2 HY — H>0,+ Oy

Existem diversas isoenzimas de SOD que diferem entre si, principalmente, nos
metais que estdo ligados a elas como o cobre, zinco, ferro ou manganés. A SOD1
(CuzZnSOD) contém cobre e zinco e é encontrada no citosol. A enzima SOD2
(MnSOD), composta com manganés é encontrada na matriz mitocondrial e comumente
em leveduras e bactérias. A SOD3 (ecSOD) tem em sua composic¢do ions de zinco e
cobre e é encontrada principalmente na superficie celular e na matriz extracelular
(FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011).

Na satde humana, a SOD desempenha papel importante na prevenc¢éo de doencas
relacionadas a disfuncbes endoteliais, como angiogénese e aterosclerose, através da
inibicdo da oxidacdo de 6xido nitrico, que resulta em menor producdo de OH" (FUKAI;

USHIO-FUKAI, 2011). Além disso, a SOD também desempenha fung¢do na prevencao
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de doencas como Parkinson, Alzheimer, cancer, sindrome de Down (NOOR; MITTAL;
IQBAL, 2002).

A enzima glutationa peroxidase (GPx) converte a glutationa reduzida (GSH) em
glutationa oxidada (GSSG), utilizando na reacdo o perdxido de hidrogénio. Dessa
forma, o peroxido de hidrogénio é removido do organismo e ha formacdo de duas
moléculas de &gua (reacdo 2). Outras enzimas auxiliares fazem parte do sistema
antioxidante enzimatico, como a enzima glutationa redutase (GR), que é responsavel
por reciclar a GSSG a GSH por meio de sua reducdo, utilizando para isso a molécula de
nicotinamida adenina dinuclettido fosfato (NADPH) (reacdo 3) que é produzida
prioritariamente pelas reagdes catalisadas pelas enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) e 6-fosfogluconato desidrogenase. A Glutationa S-Transferase (GST) utiliza a
glutationa para formar complexos junto a xenobioticos, como farmacos, pesticidas e
outros, para auxiliar na detoxificacdo do organismo. (HERMES-LIMA, 2004; WU,
2013).

(2) H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0
(3) GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

A enzima catalase é composta por um grupamento heme e uma molécula de
NADPH, e é encontrada principalmente em peroxissomas (AEBI, 1984). A reacdo
catalisada por esta enzima causa a decomposi¢do do H,O, para gerar dgua e oXxigénio
(reacéo 4).

(4) 2 H,0, —» H,0 + O,

A catalase atua também na oxidacdo de outras moléculas como o etanol, metanol
e fendis, por meio do consumo de uma molécula de peroxido. Nesse tipo de reacdo, o
perdxido de hidrogénio é utilizado como doador de elétron, para gerar uma molécula de
agua e reduzir a molécula alvo (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).
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Figura4: Defesa enzimatica antioxidante.
Fonte: Hermes-Lima, M., 2004, adaptado.

2.5 Resposta antioxidante em Leveduras

Espécies reativas, como o H,O, e OH’, sdo conhecidos por afetarem o
metabolismo de leveduras (HIGGINS et al, 2003). Nesses microrganismos, alguns
mecanismos sdo utilizados em situacbes de estresse onde as defesas antioxidantes nao
sdo capazes de suprir a demanda celular. A menadiona ¢ um composto apresentado
como cristais amarelados e ndo é sollvel em agua, mas em alcool ou metanol. Um de
seus mecanismos de acdo € atuar como catalizador para a formacdo do perdxido de
hidrogénio em células viaveis, sendo proporcional a quantidade de menadiona
disponivel na reagdo. A interacdo da menadiona com a glutationa reduzida forma um
conjugado entre essas duas moléculas, resultando na geragdo do anion superéxido e
H.O, durante esse processo. A producdo de glutationa oxidada também pode resultar da
interacdo da menadiona com a GSH (HASSAN, 2013). Dessa forma, a menadiona
resulta no aumento da formagdo de EROs, podendo ser parte das mudangas na
morfologia e viabilidade nas células de leveduras (KIM, 1I-SUN; HO-YONG, SOHN;
JIN, 2011).

A resposta antioxidante da levedura Saccharomyces cerevisiae é realizada de
diversas formas. Essa célula possui em sua composicao o acido ascorbico, ainda que em

baixa concentracdo, embora seu mecanismo ndo seja conhecido nesta célula.
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Metalotioneinas séo importantes para a protecdo contra metais como o cobre e também
desempenham papel na protecdo contra o estresse induzido por menadiona, uma vez que
seu gene CUP1 é ativado na presenca desse agente estressor. A parede celular de
leveduras também confere maior protecdo devido a sua composi¢cao com acidos graxos
saturados (JAMIESON, 1998).

Um dos mecanismos de protecdo celular das leveduras é a reducdo do
crescimento celular para prevenir o estresse oxidativo (WU et al, 2011). Estudos de
crescimento celular séo indicadores da resposta fisiologica e sdo realizados a fim de
determinar a resposta de células selvagens ou mutantes a condi¢des normais, de estresse
ou a combinacdo de ambos (XU et al, 2014). Além disso, a fim de contornar as
condicBes desfavoraveis geradas pela presenca de menadiona, as células de leveduras
ativam a producdo de proteinas e enzimas antioxidantes, além de outros mecanismos de
defesa (KIM, 1I-SUN; HO-YONG, SOHN; JIN, 2011).

As células de leveduras possuem sistemas antioxidante enzimaticos e nao-
enzimaticos para prevenir os danos causados pelo estresse oxidativo (AUESUKAREE,
2017). As principais enzimas antioxidantes atuantes nas leveduras sdo a SOD, catalase e
as peroxidases, enquanto o sistema ndo-enzimatico inclui tiorredoxinas e moléculas que
atuam como sequestradoras de radicais, como a glutationa (HERRERO, E.; ROS, J.;
BELLI, G.; CABISCOL, 2008). Leveduras também possuem cinco tiorredoxinas
redutases, também conhecidas como peroxirredoxinas, que atuam na reducdo de
hidroperdxidos. A reacdo acontece com a interacdo dos grupos cisteina e tiol e gera
moléculas de agua e alcool. A tiorredoxina oxidada é posteriormente reduzida pela
tiorredoxina redutase, por meio da utilizacdo da molécula de NADPH como doadora de
elétron (TOLEDANO et al., 2013).

Outro mecanismo utilizado pelas células contra o estresse oxidativo é a
modulacdo do sistema antioxidante enddgeno. Em situacdes de alto estresse em células
animais, o fator de transcricdo Nrf2 (NF-E2-related factor 2) participa da resposta
antioxidante, tendo sua atuacdo no ndcleo celular por meio da ativagdo de genes que
codificam enzimas antioxidantes (LUSHCHAK, 2011). Em S. cerevisiae, o fator de
transcricdo Yapl (Yeast Activator Protein 1) exerce papel similar ao Nrf2 quando as
células séo expostas a agentes estressores. As leveduras possuem sensores que detectam
niveis extremamente baixos de H,O, e ativam as vias de tiorredoxina e glutationa, que
em contrapartida ativam a Yapl, processo conhecido como sinalizagdo antioxidante e
redox (RODRIGUES-POUSADA et al, 2010).
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A ativacdo da Yapl quando exposta ao estresse oxidativo ocorre pela regulacéo de
sua exportacdo nuclear. Esse processo € mediado principalmente pelo receptor de
exportacdo nuclear 1 (Crml). Em células ndo estressadas, Yapl é rapidamente
transportada para o citoplasma pelo Crm1 (YAN; LEE; DAVIS, 1998). Em situacédo de
estresse, 0s dois dominios ricos em cisteina (CRD) que estdo localizados nas partes N e
C terminais da proteina formam dissulfetos entre o N-terminal Cys303 e o C-terminal
Cys598, principalmente em resposta a oxidagao causada pelo H,0,. Em consequéncia a
essa mudanca estrutural, a interacdo entre Yapl e Cmrl € inibida, o que causa o

acumulo nuclear do Yapl e sua consequente ativacdo (DELAUNAY et al 2002).

2.6 Estresse oxidativo e interagdes da mucosa intestinal

O epitélio intestinal constitui uma barreira fisica entre o individuo e os
microrganismos e exerce funcdo imunoregulatéria essencial para a homeostase de
células imunes da mucosa (PETERSON; ARTIS, 2014). Quando comparado a outros
6rgdos, o intestino ¢ mais vulneravel ao estresse oxidativo porque 0s enterdcitos sao
continuamente expostos aos mais diferentes compostos exdgenos, incluindo oxidantes, e
sdo continuamente renovados (SONG et al., 2017). Além disso, o intestino é
continuamente exposto a variages nas concentracfes de oxigénio, incluindo condicdes
de hipoxia (TAYLOR; COLGAN, 2007). As doencas intestinais inflamatérias (IBD —
Intestinal Bowel Diseases), isto é, colite ulcerativa e doenca de Crohn, sao
caracterizadas por ativacdo imune e inflamagéo dentro do trato gastrointestinal. Nessas
doencas, de causa ainda desconhecida, ocorrem niveis anormalmente altos de EROs, o
que indica que o estresse oxidativo € um potencial fator etioldgico ou desencadeante
para IBD porque EROs apresentam papel prejudicial nos processos inflamatdrios
(REZAIE; PARKER; ABDOLLAHI, 2007).

A ocorréncia de hipdxia tem sido verificada nas doencas inflamatdrias intestinais,
como IBD. O fator 1 induzivel por hipdxia (HIF-1alfa), uma das subunidades de HIF-1,
foi detectado localmente (por meio de imunohistoquimica) tanto na colite ulcerativa,
quanto na doenca de Crohn (GIATROMANOLAKI et al., 2003). HIF-1 é um fator de
transcricdo responsivo a hipoxia que controla a expressdo de inumeros genes alvo,
incluindo genes cujos produtos estdo envolvidos no processo de eritropoiese,
angiogénese, e metabolismo energético. As duas subunidades de HIF-1, HIF-1a ¢ HIF-

1B, dimerizam para ativar a transcricdo génica apos a ligacdo a uma sequéncia consenso
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chamada HRE (Elemento de resposta a hipoxia). Enquanto HIF-1B ¢ sintetizado
constitutivamente, o HIF-a ¢ produzido e degradado continuamente pelo proteassoma
sob niveis normais de oxigénio (normdxia) devido & poli-ubiquitinagdo por um
complexo de ubiquitina-proteina ligase. O reconhecimento do HIF-la para ser
degradado pelo proteassoma é dependente da ligacdo da proteina von Hippel Lindau
(pvHL) a residuos hidroxilados de prolina. Assim, as enzimas prolil-hidroxilases (PHD)
devem ser inibidas para que HIF-1a possa dimerizar com HIF-f e HIF-1 possa exercer
sua acdo. Durante a hipdxia, a acdo das proli-hidroxilases € inibida devido a falta de
oxigénio ou inativacdo por EROs (CHANDEL et al., 2001). Assim, inibidores da via de
HIF-1 podem ter um potencial terapéutico na fibrose intestinal induzida por inflamacéo
(CABRERO MANRESA et al., 2016).

Cancer é a segunda maior causa de morte no mundo, tendo ocorrido cerca de 9,6
milhdes de mortes no ano de 2018. O cancer colorretal é reconhecido como uma das
principais causas de morte em paises ocidentais e é o tipo mais comum de cancer entre
0s géneros. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a dieta é um fator de
risco chave para a prevenc¢do ou desenvolvimento da doenca.

Espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas nos trés estagios de
desenvolvimento do céncer, conhecidos como iniciacdo, promocdo e desenvolvimento.
O excesso de produgdo de EROs pode resultar em mutacdo de genes gerando um
ambiente favoravel ao desenvolvimento cancerigeno (LIU et al., 2018; WELLS et al.,
2009). Junto a isso, a disfuncdo do metabolismo e aumento de demanda energética de
células tumorais favorece a maior producdo de EROs, que propicia ainda mais o
desenvolvimento de células cancerigenas por meio de mecanismos adaptativos como
sinalizacdo para crescimento celular, aumento de suprimento sanguineo, promocao de
metastases e resisténcia a terapias (VALKO, M. et al., 2006).

Compostos bioativos, como antocianinas, flavonoides e polifenois vém sendo
estudados como inibidores do crescimento em celulas tumorais e como pré-oxidantes,
sendo amplamente reconhecidos na prevencao de diversos tipos de cancer (DUTHIE, G.
G.; DUTHIE; KYLE, 2000.; LAMBERTJ. D.; ELIAS, R. J., 2010.). Estudos indicam
que a acdo pro-oxidante de polifendis pode se dar pela indugdo da morte celular por
meio da ativacdo de caspases, citocromo C, parada do ciclo celular e modulacgdo de vias
metabdlicas, evitando a progressdo e desenvolvimento do tumor (GONZALEZ-
VALLINAS, M. et al. 2013).
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O uso de polifendis como a quercetina, resveratrol e catequinas nas terapias
antitumorais é direcionado a diversos alvos especificos, como por exemplo a modulacéo
epigenética de histonas desacetilases, histonas acetiltransferases ou metil transferases,
em células-tronco cancerigenas (CSCs) ou no status redox modulado por esses
compostos (MILEO, A.M.; MICCADEI, S., 2016), como mostrado na figura 5, a sequir.

Niveis de miRNA T

Terapias anticancer
com polifenol

| Status redox celular ‘

Y

Citoestase Quimioprevencio

- . Citotoxicidade ~ Vel
(atividade pré-oxidante) (atividade pro-oxidante) (atividade antioxidante)

Figura 5: Alvos dos polifendis na terapia em cancer. Histonas desacetilases
(HADACS), histonas acetiltransferases (HATSs), metil transferases (DNMTS) e células-
tronco cancerosas (CSCs).

Fonte: adaptado de Mileo, A. M.; Miccadei, S., 2016.

Alteracdes epigenéticas, como metilacdo e modificacbes em histonas, podem
gerar, por exemplo, a ndo codificacdo de microRNAs (miRNA) e estdo amplamente
associadas ao desenvolvimento do ambiente tumoral. O estresse oxidativo possui papel
na reprogramacao epigenética da expressao de oncogenes, citocinas e genes supressores,
promovendo a progressdo de doengas cronicas inflamatorias e carcinogénese (GUINA,
T. et al, 2015). Dessa forma, os efeitos positivos do uso de polifendis estdo relacionados
ao seu poder de modular essa expressdo de forma a ativar ou silenciar genes (YANG,
P.; HE, X.;, MALHOTRA, A. 2014). Além disso, diversos polifendis foram
relacionados a modulacao do fator nuclear kappa B (NF-xB) e de proteinas pela a¢éo de
histonas desacetilases (HADACS) e histonas acetiltransferases (HATS), envolvidas na
remodulacdo de cromatina, além de DNA metil transferases (DNMTSs), relacionada a
metilacdo do DNA (SHANKAR, S. et al., 2014).
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Estratégias utilizadas para o estudo dos efeitos de polifendis em células-tronco
cancerigenas sugerem que esses compostos podem atuar reduzindo a renovacéo celular,
interferindo em seu metabolismo, aumentando a ativacdo de vias pro-inflamatorias e
neutralizando o ambiente acido favoravel ao desenvolvimento do céncer,
consequentemente, reduzindo também a evolucdo da doenca. Além disso, um dos
principais alvos dos polifendis na terapia do cancer é a alteragdo do status redox, que
pode induzir a citotoxidade ou a reducdo do metabolismo celular, respectivamente com
a alta ou baixa concentracdo de EROs (MILEO, A.M. E MICCADEI, S., 2016).

Dietas ricas em frutas e vegetais podem auxiliar na prevencéo, reduzindo o risco
de cancer no trato gastrointestinal, de acordo com diversos estudos que mostram
iniciativas como “cinco ao dia” (que recomenda a ingestdo de cinco porcdes de frutas
durante um dia) entre outras (LA VECCHIA, 2004). A alta ingestdo de nutrintes como a
vitamina D, célcio e antioxidantes esta associada a reducdo do risco relativo para o
desenvolvimento de cancer colorretal quando comparados a baixa ingestdo desses
nutrientes (LA VECCHIA et al., 1997). Compostos bioativos podem ser encontrados
em uma grande variedade de plantas e sdo estudados por seus efeitos antitumorais,
como revisado anteriormente em um estudo com polifendis naturais encontrados em
plantas como soja, chd verde, café, tomate, curcuma e outros (MILEO, A.M.;
MICCADE]I, S., 2016).

Devido a importancia dos compostos bioativos, em especial os polifenois, em
diversas vias metabolicas, este trabalho buscou investigar a resposta de células
eucarioticas de leveduras Saccharomyces cerevisiae e células de adenocarcinoma do
célon (Caco-2) quando expostas ao extrato aquoso da casca do tucum, rico em diversos
desses compostos. Consequentemente, 0s experimentos propostos visaram responder se
0 extrato do tucum € seguro e ndo causa toxicidade para uso nesses modelos, bem como
se as concentracOes propostas foram eficazes em promover a resposta antioxidante nas

células Caco-2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo do Tucum-do-cerrado e do extrato aquoso

Os frutos do tucum-do-cerrado foram obtidos na Fazenda Grama, em Teresopolis
de Goias — GO (16"28115.4” S e 49"03144.1” W). Foram colhidos no dia 10 de mar¢o
de 2018 as 10 horas, na época de colheita e maduros. Apos a colheita, os frutos foram
soltos dos cachos, lavados em agua corrente e em agua destilada, foram secos ao ar livre
e armazenados em freezer -80 °C. Para a obtencéo do extrato aquoso, a casca foi retirada
manualmente, macerada, separada em tubos de 50 mL e liofilizada. Apos a liofilizacéo,
foi pesado 1 g da casca e adicionado 10 mL de &gua destilada. O contetdo ficou em
agitacdo durante 16 horas e foi filtrado em filtro de 0,22 um. O extrato aquoso foi

armazenado em freezer -20 °C até o uso.

3.2 Linhagens celulares de Saccharomyces cerevisiae

Foram utilizadas células de leveduras Saccharomyces cerevisiae de cepas
selvagem BY4741 (MATa his3 leu2 metl5 ura3) e mutante YapIA (que ndo apresenta o
gene codificador do fator de transcricdo Yapl). As cepas foram cedidas pelo professor
Marcos Dias Pereira, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) em setembro de 2016.

3.3 Cultura e Condicdes de Crescimento Celular de Saccharomyces cerevisiae

As células foram mantidas em meio de Extrato de levedura, peptona e glicose
(Yeast extract, Peptone, Dextrose — YPD), composto por 1% de extrato de levedura, 2%
(p/v) de peptona, 2% (p/v) de glicose e 2% (p/v) &gar a temperatura de 4 °C. Para o
crescimento, as células foram inoculadas em meio YPD liquido, incubadas em shaker a
28 °C e 200 rpm. A avaliagdo do crescimento foi realizada através da leitura da
densidade optica (OD) em espectrofotdometro a 600 nm.

3.3.1 Ensaio experimental

As células selvagem e mutante YapIA de S. cerevisiae foram utilizadas para os
ensaios apos serem incubadas previamente, durante 18 horas, junto as concentragdes do
extrato do tucum-do-cerrado (10, 25, 50, 100 e 150 pg/mL), menadiona (5 e 15 puM)
(DALVI, 2014) e H,0, (0,5 e 1 mM) (PELAEZ-SOTO et al., 2017). Dois controles
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foram utilizados: sem adicdo de nenhum composto e com adi¢do de etanol (utilizado
para diluir a menadiona). Ap6s os periodos de incubagdo do tucum-do-cerrado e dos
agentes estressores determinados em cada ensaio, as células resultantes foram utilizadas

para verificar a viabilidade celular e o crescimento em placa.

3.3.2 Curva de peso seco

Um indculo de cada cepa de levedura (BY4741 e mutante YapIA) foi preparado
em 50 mL de meio YPD com 2% (p/v) de glicose em um erlenmeyer de 250 mL. O
indculo foi incubado por 18 horas em shaker a 28 °C e 180 rpm. Em seguida, 2 mL do
inéculo foram transferidos para tubo de 2 mL previamente pesados. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, os tubos
tiveram as tampas perfuradas com alfinetes, as células foram aquecidas a 60 °C em
incubador seco com placas para tubos e pesadas a cada hora até atingirem peso estavel.
Para o célculo da quantidade de células obtidas em mg/mL, foi utilizada a formula peso
estavel-peso inicial=peso finaldiluicdox 1.000. Foram realizadas também, dilui¢des dos
indculos para cada cepa a 20, 25, 50 e 100 e as absorbancias foram lidas a em
espectrofotdbmetro a 600 nm. Os valores obtidos a partir da leitura das absorbancias
foram utilizados para a composicao do grafico a fim de encontrar o coeficiente angular
(f) da equacdo linear, através da formula f=1k, onde o valor de k foi calculado pela
equacdo da reta y = ax + b. O valor do coeficiente angular foi utilizado para ajuste da

quantidade de células a serem utilizadas nos ensaios subsequentes.

3.3.3 Curva de crescimento

Um indculo de cada cepa de levedura (BY4741 e mutante YapIA) foi preparado
em 10 mL de meio YPD com 2% (p/v) de glicose em tubo Falcon de 50 mL. O indculo
foi incubado durante 18 horas em shaker a 28 °C e 160rpm. Apo6s a incubacdo, a leitura
da densidade dtica (OD) foi realizada em espectrofotobmetro a 600 nm e, a partir do
valor obtido, foi calculada a concentracdo das células em mg/mL através da férmula
=leitura OD x diluicdo x f. A concentracdo celular foi ajustada para 40 pg/mL,
correspondente a fase exponencial (MARIANI et al., 2008)através da formula c=m/v.
Apos esse calculo, as células foram transferidas para 1 mL do novo meio YPD (na
concentracdo de 40 pg/mL) e adicionadas das concentracdes de etanol 1% (v/v) e das
concentragdes variadas do extrato aquoso do tucum-do-cerrado (10, 25, 50, 100 e 150

pg/mL), menadiona (5 e 15 uM) e H,0O, (0,5 e 1 mM). Em seguida as células foram
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homogeneizadas, transferidas para placa de 96 pocos em volume de 100 pL por pogo e
foram levadas para leitura no equipamento EON durante 24 horas. A leitura foi
realizada a cada 30 minutos, em espectrofotdmetro com absorbancia de 600 nm.

3.3.4 Crescimento em placa

Um indculo de cada cepa de levedura (BY4741 e mutante YapIA) foi preparado
em 10 mL de meio YPD com 2% (p/v) de glicose em tubo Falcon de 50 mL. Cada
indculo foi incubado durante 18 horas em shaker a 28 °C e 160 rpm. Ap0s a incubacao,
a leitura da densidade otica (OD) foi realizada em espectrofotdmetro a 600 nm e a partir
do valor obtido, foi calculada a concentracao das células em mg/mL através da formula
=leitura OD x diluicdo x f. A concentracdo celular foi ajustada para 40 pg/mL atraves
da formula c=m/v. Apoés esse célculo, as células foram transferidas para 5 mL do novo
meio YPD (na concentracdo de 40ug/mL) e adicionadas das concentracfes separadas e
combinadas do extrato aquoso do tucum-do-cerrado (50 e 150 pg/mL), menadiona (5
UM) e H;0, (0,5 mM). Em seguida, as células foram homogeneizadas e novamente
incubadas por 24 horas. Apds o pré-tratamento, as células foram lavadas com tampao
PBS e foram realizadas diluicdes seriadas de 10°, 107, 102 e 103. Apds realizadas as
diluicbes, as células foram plaqueadas em meio YPD com 2% (p/v) de glicose e 2%
(p/v) de agar, em volume de 10 pL de cada concentracdo. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C durante 72 horas. Apds a incubacdo foi feita

a contagem das col6nias nas placas da diluicdo de 1073 para as analises estatisticas.

3.3.5 Anélise estatistica

As analises foram realizadas através de teste comparativo One-way ou Two-way
ANOVA. Quando aplicaveis, as diferencas entre os grupos foram analisadas através de
pés teste de Bonferroni, com significancia de 95% (p<0,05). Todas as anélises
estatisticas foram feitas no software GraphPad Prism versdo 6. Os resultados foram
expressos em médias + erro padrdo (EP). Para o experimento da curva de peso seco das
cepas de levedura (BY4741 e mutante YapIA), o gréfico e a equacdo da reta foram

feitos em software Microsoft Excel.

3.4 Linhagens de células epiteliais e fibroblastos intestinais humanos
Foram utilizadas células intestinais CaCo-2 (células epiteliais de adenocarcinoma
de célon ; ATCC®, HTB-37TM, Manassas, USA), organoides do jejuno (obtidos
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através de material de resseccdo cirargica) e fibroblastos, cedidas em colaboracao pelo
laboratério do Prof. Klass Nico Faber (Department of Gastroenterology and Hepatology
of the University Medical Center Groningen of the University of Groningen, The

Netherlands.

3.4.1 Cultura e condigdes de crescimento celular

As células CaCo-2 (human epithelial colon adenocarcinoma; ATCC®, HTB-
37TM, Manassas, USA) e as células primarias de fibroblastos intestinais foram
mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, ThermoFisher
Scientific Inc) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS; Invitrogen), 1% de
coquetel de antibidticos (penicillin (10 U/mL), sulfato de streptomicina (100pg/ mL)
(Lonza, Bazel, Switzerland) e 1% de aminoacidos ndo essenciais (NEAA, Gibco). O
crescimento celular foi realizado a 37°C e 5% CO,.
Os organoides do jejuno foram obtidos através das ressecgdes cirurgicas realizadas no
Medical Center Groningen of the University of Groningen e mantidas em matrigel®
(Life science 354262) e meio hGF ( meio DMEM/F12, Glutamax 1%, HEPES 1M, PSF
1%, Gentamycin 50 pug/mL). As células de organoides foram cultivadas em meio de
expansao, que consiste em hGF adicionado de meio condicionado com Wnt3 1:1, Rspo-
1 100 ng/mL (R&D Systems,Mineédpolis, Minnesota, EUA, 4645-RS), 100 ng/mL
Noggin (R&D Systems 6057-ng-100), 1x B27 (Invitrogen 17504-044), 1.25 mM NAC
(Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA, A9165), 50 ng/mL EGF (Invitrogen,
Carlsbad, California, EUA, PMG8041), 10 mM nicotinamida (Sigma N0636-100g), 10
uM SB202190 (Sigma S7067-5 mg), 10 uM Y-27632 (Sigma Y0503), 0.5 uM AS83
(Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido, 2939). O meio de diferenciacdo foi 0 mesmo

do meio de expansao, retirando nt3, nicotinamida, SB202190 e Y-26632.

3.4.2 Ensaio experimental

As células foram utilizadas apds crescimento prévio durante 18 horas. Para as
condicGes estudadas, 0 meio utilizado foi substituido apds o crescimento por meio sem
soro fetal bovino. As concentracOes utilizadas do extrato do tucum-do-cerrado foram de
0,5 e Img/mL. O controle foi realizado apenas com a adi¢do de meio de cultura DMEM

sem soro fetal bovino e sem extrato do tucum-do-cerrado.

3.4.3 Ensaio de viabilidade celular
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Para avaliar a viabilidade celular, o ensaio WST-1 foi realizado. Células viaveis
clivam o sal de tetraz6lio em formazam, dessa forma, a quantidade de formazam
resultante é diretamente relacionada ao nimero de células viaveis em cultura.

As células foram plaqueadas a 5x10° células/pogo em placa de 12 pocos apds atingirem
confluéncia de 80% em cultura celular prévia. Apos 24h de incubacdo, as células foram
expostas a diferentes concentracfes do extrato aquoso do tucum-do-cerrado (0,5 e
1mg/mL) e incubadas por mais 24h. Concentracdes mais baixas (100 e 200 pg/mL)
foram testadas em meio DMEM com soro fetal bovino. O reagente WST-1 (Roche,
Basel, Switzerland, 11644807001) foi utilizado na diluicdo de 1:10 em tampédo HBSS e
as células foram incubadas por 45 minutos. Para a leitura, cada condicdo foi plaqueada
em triplicata em placa de 96 pocos e a leitura foi realizada a 450 nm no leitor de
microplacas Epoch2 (Biotek Instruments).

O resultado encontrado no ensaio de viabilidade celular foi utilizado para o célculo do

ICsp, feito através do software GraphPad Prism versao 6.

3.4.4 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio mitocondrial

O ensaio MitoSOX foi realizado para avaliar a geragdo mitocondrial de EROs. O
reagente MitoSOX red é oxidado pelo radical superéxido quando dentro da
mitocondria, indicando aumento do estresse oxidativo celular.
Apbs atingirem confluéncia de 80%, as celulas Caco-2 e os fibroblastos foram
plaqueadas em quintuplicatas na quantidade de 100 ul por poco em placa de 96 pocos.
A placa foi incubada durante 24h e, em seguida, a exposi¢cdo ao extrato aquoso do
tucum-do-cerrado foi realizada durante 24h na concentragéo de 0,5 e 1 mg/mL. O
reagente MitoSOX red (Roche) foi diluido em 13 pl de DMSO e 3 pl da solucgéo final
foram acrescentados a 2 mL de meio DMEM. O reagente foi adicionado na quantidade
de 100 ul por poco e a placa foi incubada durante 30 min. A leitura foi realizada a 510
nm a cada 10 min durante 2h em leitor de microplaca Synergy H4 Hybrid Reader

(Biotek Instruments).

3.4.5 Expresséo génica e Isolamento de RNA

A analise por meio de RT-gPCr foi realizada a fim de quantificar o mMRNA de
diversas proteinas e fatores de transcri¢cdo envolvidos na resposta antioxidante.
As células Caco-2 foram plaqueadas a 5x10° células/poco em meio DMEM com soro

fetal bovino. Apds atingirem 80% de confluéncia, as células tiveram o meio trocado por
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novo meio sem soro fetal bovino e adicionado do extrato aquoso do tucum-do-cerrado
nas concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL, que foram levados para a incubadora a 37°C e 5%
de CO, durante 24 horas.

Para isolar o RNA total, as células foram lavadas 2x com tampao HBSS (Gibco®)
e adicionadas de 500 pl do reagente TRIzol (Sigma-Aldrich) em cada pogo. As células
foram desprendidas da placa com scrappers e transferidas para tudos de 1,5 mL. Em
seguida, 100 pl de cloroférmio foram adicionados em cada tubo e vortexado por 10
segundos. O tubo foi incubado em temperatura ambiente por 5 min e, em seguida,
centrifugado a 12.000g durante 15 min a 4°C. Apo0s essa etapa, a fase aquosa de cada
amostra foi transferida para novo tuo de 1,5 mL e 250 ul de alcool isopropil foi
adicionado a cada tubo. As amostras foram agitadas manualmente de forma branda e
foram novamente incubadas em temperatura ambiente por 10 min. Apos a incubacéo, as
amostras foram centrifugadas a 12.000g durante 10 min a 4°C. Em seguida, 0
sobrenadante foi retirado e 500 pl de alcool 75% foi adicionado a cada amostra e 0s
tubos foram vortexados por 5 seg. As amostras foram centrifugadas a 7.500g durante 5
min a 4°C, o sobrenadante retirado e a centrifugacdo foi repetida nos mesmos
parametros. O sobrenadante foi retirado com pipeta, o pelet foi deixado para secar em
temperatura ambiente durante 10 min e dissolvido em 20 pl de 4gua RNAse free. As
amostras foram incubadas por 5 min a 65°C. O RNA foi quantificado no software
NanoDrop 2000 spectofotométro (Thermo-Scientific).

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizado com RNAe mix com
tampéo RT (500 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 30 mM MgCI2, 50 mM DTT), 10% de
dNTP mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP, Sigma-Aldrich), 2% de random primers (0,5
pg/ul, Sigma-Aldrich), 1,5% RNAse OUT and 2% M-MLV RT (respectivamente, 40
U/ul e 200 U/pl; Invitrogen), somando um volume final de 50 pl. A reagdo de sintese do
cDNA foi incubada durante 10 min a 25°C, seguido por 60 min a 37°C e 5 min a 95°C,
no ciclador termal Bio-Rad T100.

Para a andlise de expressdo génica, foi feito o mix com cDNA 20%, probe 4%,
sense 1,8%, antisense 1,8%, tampdo RT x2 50%, agua RNAse free 22,4%, somando 20
ul de volume final para cada gene alvo de interesse. Os niveis de expressdao génica da
superdxido dismutase (Cu/zn) (SOD1), superoxido dismutase (Mn) (SOD2), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), Nuclear factor E2-related (Nrf2), Hypoxia-
inducible factor 1-alpha (HIF1A), Oxido nitrico sintse 2 (NOS2) e 18S RNA

ribossomal foram analizados através de PCR (RT-gPCR) (Thermo-Scientific). O valor
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limite do ciclo (Ct — cycle threshold) foi calculado utilizando o software QuantStudio.

Para 0 mix de corrida do qPCR, a amostra tutilizada foi de 0.4 ul cDNA, 0.8 pul probe,

0.86 pul sense primer, 0.36 ul anti-sense primer, 10 pl x2 tampao RT and 4.48 pl de agua

em cada poco. A sequéncia de primers 5’-3° utilizados estdo descritas na tabela

abaixo. Para a quantificacdo da expressio de mRNA foi realizado o método

comparativo de Ct, utilizando a eficiéncia de amplificagdo para cada gene. Todos o0s

resultados foram normalizados utilizando o gene 18S como gene constitutivo.

Tabela 3: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a reacéo de gPCR.

Gene name Gene

18S ribosomal 18S
RNA

Superoxide SOD1
Dismutase

[Cu/zn]

Superoxide SOD2
Dismutase

[Mn]

Catalase CAT

Glutathione GPX1
Peroxidase

Nuclear Factor NRF2
Erythroid  2-
Related Factor

2

Nitric ~ OxideNOS2
Synthase 2

Hypoxia- HIF1A
inducible factor

1-alpha

Amplicon

size

110

82

79

77

537

115

78

82

A T T T

A T XV M W T

A T U T

Oligonucleotides sequence (5°-3”)

CGGCTACCACATCCAAGGA
CCAATTACAGGGCCTCGAAA
CCGTACAATGGTGGTCCATGA
CCCAGCATTTCCAGTCTTTGTACT

CACCGAGGAGAAGTACCACGA
GAACTTCAGTGCAGGCTGAAG

CCCGCATCCAGGCTCTT
GCCGGCCTGCGTGTAG
CAGCAGGGTTTCTATGTCAGGTT
CCCGTGCGAGGTACAG
AGCCCAGCACATCCAGACA
TGTCTCTGCCAAAAGCTGCAT

GGC TCA AAT CTC GGC AGA ATC

GGC CAT CCT CAC AGG AGA GTT
TGAACATAAAGTCTGCAACTGGA
TGAGGTTGGTTACTGTTGGTATCATATA

Temperatura de anelamento para os primers foi de 60°C.
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3.4.6 Quantificacdo de Proteinas

As células Caco-2 foram lavadas 2x com tampdo HBSS e 200 ul de tampéo de
lise (25 mM HEPES, 150 mM KAc, 2 mM EDTA pH 8.0, 0.1% NP-40), contendo
inibidor de protease (10 mM NaF, 50 mM PMSF, 1 pg/ul a-protinina, 1 pg/ul
pepstatina, 1 pg/ul leupeptina, 1 mM DTT; em diluicdo de 1:25) foi adicionado as
amostras. As células lisadas foram retiradas utilizando scraper e transferidas para tubos
de 1,5mL. A quantificacdo de proteinas foi realizada através do ensaio de BCA
(Biorad). Eletroforese foi realizada utilizando 40 pg da proteina total. As proteinas
foram eletrotransferidas para as membranas de nitrocelulose. Apos as transferéncias, as
membranas foram coradas com corante S-Ponceau para confirmar que houve a
transferéncia correta. Em seguida, as membranas foram lavadas com PBS e blogqueadas
com 0.5% BSA in 0.1% PBS Tween (PBS Gibco, 10019-015; Tween 20 Gibco, P2281)
durante 1h. As amostram foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos policlonal de
coelho para MnSOD, pNRF2 ou B-actina, ou anticorpo policlonal de rato para catalase.
Todos os anticorpos (Sigma-Aldrich) foram utilizadas na diluicdo a 1:1.000. As
membranas foram alvadas com 0.1% PBS tween e incubados com anticorpo secundario
IgG de coelho ou cabra em dilui¢do sw 1:2.000 (Sigma-Aldrich) durante 1h e lavados e
seguida com PBS 1x. Para deteccdo da leitura de proteina foram utilizados Enhanced
chemiluminescence (ECL), kit de deteccdo avancada de western blot e ECL hiperfilme
(GE Healthcare, Madison, WI). Os sinais foram visualizados em ChemiDoc Resolutions
System (Biorad) e as bandas foram quantificadas no software Image Pro Plus v 7.01
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

3.4.7 Expresséao proteica por Imunofluorescéncia

Para avaliar a expressio de MnSOD, foi realizado o ensaio de
imunofluorescéncia. Células Caco-2 foram plaqueadas a 5x10° células/poco com
coverslips e apds antigirem 80% de confluéncia, foram expostas ao extrato aquoso do
tucum-do-cerrado (0,5 e 1mg/mL) durante 24h. Apls exposicdo, as células foram
lavadas duas vezes com 500 pl PBSx1 e fixadas com paraformaldeido 4% durante 10
minutos. As células foram novamente lavadas duas vezes com PBSx1 e 500ul de
tampdo permeabilizante (Triton 0,01% em PBS) foi adicionado por 30 minutos em

estufa a 37°C. As coverslips foram lavadas duas vezes com PBSx1 e tampdo de
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bloqueio (BSA 2% em PBS) foi adicionado por 30 minutos. Ap6s o bloqueio, anticorpo
policlonal para imunoglobulina G contra Mn SOD na concentragédo de 1:400 foi
adicionado por 1 hora. As células foram lavadas com tampé&o de blogueio (BSA 2% em
PBS) e a probe com anticorpo conjugado anti-rabbit (Alexa Fluor™ 488) na
concentracdo de 1:500 foi adicionado por 30 minutos. As placas para leitura foram
compostas utilizando o reagente Vectashield com DAPI (corante nuclear) (Vector
Laboratories, CA, USA) e as imagens foram realizadas utilizando microscopio
eletronico (Leica DMI6000B) com fluorescéncia no aumento de 25um e software Leica
Application Suite Advanced Fluorescence 3,1,0 build 8587.

3.4.8 Anélise estatistica
Os resultados foram expressos em média + SEM. As amostras foram comparadas
utilizando andlise de variancia one-way (ANOVA) e o pds-teste utilizado foi de

Bonferroni. Para significancia estatistica, foi utilizado o valor de p<0,05.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta celular e antioxidante em células eucaritticas ap6s exposi¢do

ao extrato aquoso da casca do fruto do tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.).

4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa
selvagem e cepa YaplA, na presenca de diversas concentragdes do extrato
aquoso do tucum-do-cerrado, ap0Os estresse induzido por peroxido de
hidrogénio (H,O) ou menadiona;

2. Auvaliar a viabilidade celular de células de adenocarcinoma do célon (Caco-
2), organoides do jejuno e fibroblastos intestinais ap6s exposicao ao extrato
aquoso do tucum-do-cerrado;

3. Quantificar a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio em células de
adenocarcinoma do célon (Caco-2) e fibroblastos intestinais apds exposicao
ao extrato aquoso do tucum-do-cerrado;

4. Quantificar 0 mMRNA de enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, dos
fatores de transcricdo Nrf2 e HIF-1a e a expressdo proteica de MnSOD,
Catalase e Nrf2 em células de adenocarcinoma do célon (Caco-2) ap06s

exposicéo ao extrato aquoso do tucum-do-cerrado;
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5. RESULTADOS

Artigo 1: Bactris setosa Mart. (Tucum-do-cerrado) aqueous extract increases
growth and viability in Saccharomyces cerevisiae BY4741 and Yap1A under stress

caused by menadione and hydrogen peroxide.
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ABSTRACT

‘Tucum-do-cerrado’ (Bactris setosa Mart.) is a Brazilian fruit rich in polyphenols and
other bioactive compounds that are mainly found in the peel. This fruit have properties
that could be beneficial for human health, but studies on it are scarce. The yeast
Saccharomyces cerevisiae can be used to investigate the antioxidant potential of plant
extracts. The antioxidant action of different compounds can be achieved through
induction of genes that encode antioxidant enzymes. Yapl is an yeast transcription
factor that activates antioxidant genes. This study, therefore, investigated cell growth
and viability of S. cerevisiae BY4741 wild type and YaplA mutant strains stressed with
hydrogen peroxide (H20,) or menadione and exposed to ‘tucum’ peel aqueous extract
and Yeast cells were exposed for 20 h to different concentrations of ‘tucum’ extract,
menadione and H,0,, separately or in combination, and cell growth was measured at
600 nm. To investigate colony survival, yeast cells were exposed to these compounds
for 72 h in agar plates. The results showed that growth remained unchanged in cells
(BY4741 and YaplA) exposed to 10-50 pg/mL of tucum extract, but was delayed when
100 pg/mL and 150 pug/mL were tested. When cells were treated with H,O, or
menadione in the presence of 10-150 pg of tucum extract, only BY4741 resume cell
growth, but not yap1A cells. The results on colony survival, however, showed that cell
viability was restored in both, BY4741 and YaplA cells, treated with menadione and
tucum extract, while viability was restored only in BY4741 cells treated with H,O, and
tucum extract. These results indicate that the protective effect of tucum extract in yeast
cells treated with H,O; correlates with the presence of Yapl transcription factor. These

findings open the possibility for further investigation on the nature of such correlation.

Keywords: yeast, tucum-do-cerrado, antioxidant, growth.
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1. INTRODUCTION

Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.), or simply ‘tucum’ is a Brazilian fruit
that is consumed fresh or in the form of juice, ice cream, jelly and wine (Silva et al.
2001). Its popular names are: ‘tucum-do-cerrado’,‘tucum-do-brejo’, ‘jacum’, ‘tucum-
piranga’ (Schulz et al. 2020). The fruit is dark purplish, round, with a thick fibrous peel
and a whitish pulp, and it has an approximate diameter of 1-2 cm. ‘Tucum’ has a high
antioxidant activity evaluated by the ferric reducing antioxidant power (FRAP assay)
when compared to Red Delicious apple, and most of the antioxidant activity is found in
the peel (Siqueira et al. 2013). In animals, the antioxidant activity of polyphenols can be
due to metal chelating and scavenger activities, but it can also involve the regulation of
transcription factors, such as the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). Nrf2
controls the expression of around 250 genes, including genes of the antioxidant defense
system, such NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQOL1), catalase, superoxide
dismutase, and glutathione peroxidase (Kobayashi and Yamamoto 2006; Jaiswal 2004).
Nrf2 also controls antioxidant-related genes such as those involved in glutathione
synthesis, phase II detoxification or ‘‘stress-response’’ genes, genes involved in limiting
the inflammatory process and pulmonary fibrosis, and genes conferring protection
against ischemia/reperfusion injury (Kobayashi and Yamamoto 2006; Hybertson et al.
2011). Several polyphenols have been shown to be activators of the Keapl-Nrf2
signaling pathway, such as resveratrol, caffeic acid and epigallocatechin-galate (Xhou et
al; 2019). An increase in Nrf2 and two of its target genes, heme oxygenase 1 (HMOX1)
and NQO1, mRNA levels was observed in the liver of rats that consumed ‘tucum’ in
their diet, suggesting that ‘tucum’ compounds may induce gene expression via Nrf2 up-
regulation (Heibel et al. 2018).
Saccharomyces cerevisiae can be used to study antioxidant properties of plant
compounds and the characteristics of several dietary constituents have been studied
using this organism (Wu et al. 2011; Meng et al. 2017). The advantages of its use
include high similarity to cells of multicellular organisms at the biochemical level, the
easy by which it can be grown in the laboratory and the existence of numerous mutant
strains. Yeast cells have both, enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems to
counteract the toxic effects of reactive oxygen species (ROS) (Auesukaree 2017). Its
main antioxidant enzymes are superoxide dismutase (SOD), catalase and peroxidases,

including glutathione peroxidase (GPx). The non-enzymatic defense system includes
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scavenger molecules such as glutathione (Stephen and Jamieson 1996).

A key mechanism used by yeast against oxidative stress is regulation of the endogenous
antioxidant system by transcription factors. Hydrogen peroxide modulates transcription
by different mechanisms, including control of the activity of transcription factors. In
yeast, there are five transcription factors that are activated by reactive oxygen species
(ROS): Yapl, Skn7, Mafl, Hsfl and Msn2/4. Yapl (Yeast Activator Protein 1) is
regulated by H,O; at the level of its transport between the nucleus and the cytoplasm. In
the presence of H,O,, GPx3 (glutathione peroxidase 3), forms a disulfide bond between
its Cys36 and Yapl Cys598 that resolves in an intramolecular disulfide bond between
Yapl Cys598-Cys303 inhibiting nuclear export (Picazo and Molin 2021). A decrease in
cellular growth can be used by yeast as a physiological response to prevent oxidative
stress caused by H,O, and menadione (Wu et al. 2011). Menadione increases H,0,
production and it is responsible for the generation and accumulation of ROS, which
affect the viability of yeast cells (Hassan 2013; Kim et al. 2011).

‘Tucum’ has several compounds that can be beneficial to human health,
however, further studies are needed to better understand its effects on cells and
organisms. The aim of this study was, therefore, to evaluate cell growth and viability
using a S. cerevisiae strain that is unable to express Yapl and the correspondent wild

type strain exposed to oxidants and ‘tucum’ peel aqueous extract.

2. RESULTS AND DISCUSSON

In order to compare the growth of yeast strains we calculated the factor (f) for
converting absorbance into dry weight and found it to be 0.5 for BY4741 and YaplA.
This factor was used to guarantee that the amount of cells in each experiment was
similar. Both yeast strains were exposed to menadione and H,O, in two different
concentrations (Figure 1). BY4741 strain growth was reduced in a dose dependent
manner when in the presence of menadione (5 uM and 15 uM) or H,0, (0.5 mM and 1
mM), while growth of YaplA was completely abolished when the cells were exposed to
these agents at the same concentrations. Growth of both strains in the presence of
ethanol (1% v/v) was similar to growth of control samples in the presence of YPD
medium alone. These results were used to select concentrations to further analysis.

The yeast cells were then exposed to ‘tucum’ extract alone (Figure 2). Growth of
BY4741 and YaplA was not significantly affected when cells were exposed to different

concentrations of ‘tucum’ extract (10, 25 and 50 ug/mL). Upon exposure to higher
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extract concentrations (100 and 150 pg/mL), however, a delay in cell growth was
observed for both yeast strains. These results indicate that ‘tucum’ is not toxic to the
yeast strains when at low concentrations (10-50 pug/mL). The concentrations of 50
pg/mL and 150 pg/mL were selected for further experiments.

Yeast cells were exposed to menadione or H,O, in the absence and in the
presence of ‘tucum’ extract (Figure 3) and growth was followed at 600 nm. In the case
of BY4741, ‘tucum’ extract rescued the cells from the supressing effects of menadione
and H,0, on cell growth. As for YaplA, ‘tucum’ extract showed no such effect.

The previous experiments were conducted using colony counting to investigate
the effect of ‘tucum’ extract on yeast cells viability and protection against oxidative
stress (Figure 4). ‘Tucum’ extract (50 pg/mL and 150 pg/mL) reduced YaplA cell
viability by approximately 75% and 50%, respectively, while it showed no effect on
BY4741 cell viability (Figure 4A). ‘Tucum’ extract reversed the negative effect of
menadione and H,O, on BY4741 viability, while it partially reversed the effect of
menadione on YaplA viability (Figure 4B). In addition, ‘tucum’ extract did not reverse
the effect of H,O, on YaplA cell viability.

In this study we wanted to investigate if ‘tucum’ aqueous extract could have an
effect beyond antioxidation in S. cerevisae subject to oxidative stress by exposure to
menadione and H,0,. For this we used a wild-type yeast strain (BY4741) and a mutant
strain (YaplA) that lacks the transcription factor Yapl. The main finding was that the
protection afforded by the extract against oxidative stress correlated with the presence
of Yapl. This result, therefore, indicate that the compounds present in the ‘tucum’
aqueous extract play a role in the Yap1 signaling pathway in S. cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae cells were treated with different compounds,
including ethanol, the vehicle used to dissolve menadione. This was done because
ethanol can reduce yeast cell viability when in high concentrations (Weber and Bont
1996). Yeast cells BY4741 and YaplA, in the presence of ethanol, grew in a similar
way as cells in the presence of YPD medium only. Therefore, we can exclude any
ethanol effect in yeasts treated with menadione.

Previous studies showed that wild type BY4741 S. cerevisiae have their growth
reduced with 1 to 4 mM H;0O, and 150 pM to 750 pM menadione (Wu et al. 2011;
Pelaez-Soto et al. 2017). Hydrogen peroxide can reduce BY4741 yeast colony
formation as well, at 2.5 mM concentration (Dani et al. 2008). We found that 0.5 mM

H,0, and 15 pM menadione caused a significant reduction in cell grown in both wild-
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type (BY4741) and mutant (YaplA) S. cerevisiae. In our experiments the BY4741
strain, therefore, was sensitive to lower concentrations of H,O, compared to the
concentrations investigated by other authors (Wu et al. 2011; Dani et al. 2008; Peléaez-
Soto et al. 2017). The observed increased deleterious effects of the oxidants, H,O, and
menadione, on YaplA, when compared with its wild-type counterpart (BY4741),
demonstrates the important role of this transcription factor for antioxidant protection.

Secondary plant metabolism compounds have been extensively investigated for
their antioxidant potencial. Curcumin, when used at the concentrations of 50 and 150
pug/mL, delays S. cerevisiae cell growth, without reducing cell density, after 20 hours of
exposure (Minear et al. 2011). Pomegranate juice (100 pl/mL) increases yeast cell
density after 72 hours, but also delay the cell cycle (Aslan et al. 2014). According to our
findings, concentrations of 100 pg/mL and 150 pg/mL of ‘tucum’ extract had similar
effects on BY4741 and YaplA yeast strains, indicating that some ‘tucum’ compounds
may delay cell growth progression without causing cell death. A propolis alcoholic
extract was shown to be nontoxic to wild type S. cerevisiae at the concentrations of 50
pg/mL and 100 pg/mL which is similar to the concentrations we used in our study. Such
concentrations were toxic to the mutant YaplA strain while had no effect on the wild
type yeast strain (de Sa et al. 2013).

Some foods rich in polyphenols have been shown to maintain normal cell
growth when cells are stressed with H,O, or menadione (Peldez-Soto et al. 2017;
Minear et al. 2011; Aslan et al. 2014). In the same experimental condition, ‘tucum’
extract was effective on improving cell growth of wild-type S. cerevisiae in
concentrations such as 10, 25 and 50 pg/mL. The higher concentrations (100 and 150
pg/mL) also improved cell growth but delayed cell growth progression and maintained
cell density slightly lower than control group. Moreover, ‘tucum’ extract was not able to
increase cell growth on mutant stressed yeast cells, suggesting that Yapl gene
expression may be involved in protection mechanism on this strain.

In the liquid medium experiments, ‘tucum’ extract showed no protection from
the action of both, H,O, and menadione in the mutant yeast strain, but restored growth
to the level in the absence of the oxidants in the wild type strain. Regarding the results
in solid medium, the ‘tucum’ extract showed partial protection from the action of
menadione in the mutant and in the wild type strain. Protection against H,O, was non-

existent in the mutant and partial in the wild type strains. This indicates that ‘tucum’
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protection against H,O, correlates with the presence of Yapl, but not in the case of
protection against menadione.

Saccharomyces cerevisiae shows different responses to stress caused by
menadione and H,O, (Jamieson 1992; Cuinica 2019). The antioxidant response of these
cells is adapted to react to different levels of H,O, by activating expression of genes
coding for antioxidant enzymes such as two superoxide dismutases (SOD), a cytosolic
Cu-Zn SOD (Sod1) and a mitochondrial manganese SOD (Sod2), as well as cytosolic
2Cys-peroxiredoxins, TSA1 and AHP1, that are targeted by Yapl (Rodrigues-Pousada
et al. 2010; Lushchak 2011). Menadione can increase superoxide and H,0,
concentrations (Hassan 2013) in the mutant strain, therefore the protection afforded by
‘tucum’ extract in menadione stressed cells, is probably partially through an Yapl
independent pathway.

The aqueous extract of the ‘tucum’ peel has been shown to contain the
polyphenols gallic acid, caffeic acid, and cyanidin, catechin and rutin derivatives (Rosa
et al. 2016). Another study showed the isolation of two catechins, a cyanidin, a
peonidin, and a quercetin in the tucum peel aqueous extract. One cathechin and
quercetin showed the highest in vitro antioxidant activity among the isolated
compounds (Dantas et al. 2022). Compounds similar to those present in ‘tucum’ have
been implicated in controlling gene transcription and transcription factor activity in
mammalian cells. For example, gallic acid causes a decrease in the mRNA levels of the
hepatic genes coding for the enzymes gamma glutamyl transferase and heat shock
protein gp96 in rat hepatocellular carcinoma (Aglan et al. 2017). Caffeic acid inhibits
matrix metalloproteinase 9 gene transcription through suppression of NF-xB activity in
human hepatocellular carcinoma cells (Chung et al. 2004). The tea catechin
epigallocatechin gallate is a known inhibitor of NF-kB activity and can directly bind
NF-kB-p65 (Lakshmi et al 2020). Rutin causes an increase in the mRNA levels of
hepatic Nrf2 and inducible nitric oxide synthase in mice treated with t-butyl
hydroperoxide (Rani and Singh 2015). ‘Tucum’ also showed a role in intestinal
carcinoma cells (Caco-2). In these cells the aqueous ‘tucum’ extract reduced cell
proliferation and induced oxidative stress, showing a pro-oxidant effect. These effects
seem to be specific for Caco-2, but not the normal counterpart cells. In addition
“Tucum’ exposed Caco-2 cells showed decreased mMRNA levels of the main antioxidant
enzymes (catalase, Mn and Cu-Zn superoxide dismutase and glutathione peroxidase)

and Nrf2 (da Silva et al. 2022). In our experiments we found that sensitivity to H,O,
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toxicity was more pronounced in the Yapl mutant. This indicates that Yapl activation
by H20, plays a role in cell survival. We hypothesized that ‘tucum’ extract, therefore,
may act by increasing the activation of Yapl in the wild type cells. This ‘tucum’ effect

would be abolished in the absence of Yap 1 in the mutant strain.

3. EXPERIMENTAL

1.1 Extract of tucum-do-cerrado

Fruits were obtained from a local merchant from “Fazenda Grama”, 16"28115.4”
S and 49"03144.1” W, Teresopolis de Goiés, Goiés, Brazil. They were collected in the
harvested season (from January to March) at full maturity. Fruits were washed with
distilled water and peel was manually removed and lyophilized. For preparation of the
crude aqueous extract, 1g of pulverized peel was mixed with 10 mL of distilled water.
The contents were shaken for 16 h at 4°C and filtered through a 0.22 pum filter. The
aqueous extract was stored in a -20 °C freezer until use. The mg/mL concentrations

described in the results correspond to the mg of pulverized peel in water.

1.2 Yeast strains

Saccharomyces cerevisiae wild type BY4741 (MATa his3 leu2 metl5 ura3) and
mutant YaplA cells were used in this study. Strains were provided by Dr. Marcos Dias
Pereira from Chemistry Institute of Federal University of Rio de Janeiro, Brazil.

1.3 Cell culture and growth

S. cerevisiae cells were maintained in YPD medium composed of 1% yeast
extract, 2% peptone, 2% dextrose and 2% agar at 4°C. Yeast cells were grown in YPD
liquid medium at 28°C and 200 rpm. Growth was measured by the optical density at 600

nm.

1.4 Yeast dry weight curve

A yeast colony (BY4741 and YaplA) was inoculated in 50 mL of YPD medium.
After 18 h incubation at 28°C and 200 rpm, diluitions of 1:20, 1:25, 1:50 and 1:100
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were made for each strain and the absorbance at 600 nm was measured. Concomitantly,
2 mL of each dilution was transferred to 2mL tubes previously weighed. Samples were
centrifuged at 10.000 rpm for 5 min at room temperature. The supernatant was
discarded and the samples were heated at 60°C until they reached a stable weight. The
cell concentration (mg/mL) of the sample was calculated using the expression: (stable
weight — inicial weight)/2 mL. A graph of Abs600 nm (y axis) versus sample
concentration (mg/mL, x axis) was constructed for the diluted samples and a regression
line (y=ax+b) was obtained. The angular coeficient (a) from the line equation was then
used to calculate the fator (f) for convertion of absorbance into dry weight using the
formula: f=1/a. This fator was used throughout the experiments. To calculate the
concentration of any new culture, in mg/mL, the following equation was used:

Concentration = Abs600nm x dilution fator x f.

1.5 Growth curve

One colony of each yeast strain (BY4741 and YaplA) was inoculated in 10 mL
YPD medium. After 18 h incubation at 28°C and 200 rpm, the absorbance of the culture
at 600 nm was measured, and its concentration in mg/mL was calculated and adjusted to
40 pg/mL (Mariani et al. 2008). Two control samples were prepared, one with yeast
cells in YPD medium and another added of 1% (v/v) ethanol. Ethanol was used to dilute
menadione and was tested for any effect on cell growth. The aqueous extract of ‘tucum’
was tested at five concentrations (10, 25, 50, 100 and 150 pg/mL). Menadione was
tested at 5 and 15 puM and hydrogen peroxide (H.O,) at 0.5 and 1 mM. These
compounds were tested separately or in combination. The cell cultures were distributed
in 96 well plates. Growth was measured at 600nm in 30min intervals during 20h using
the equipment Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader. Data was collected by
using the Gen5 software.

1.6 Cell Viability

One colony of each yeast strain (BY4741 and YaplA) was inoculated in 10 mL
YPD medium. After 18 h incubation at 28°C and 200 rpm, the absorbance of the culture
at 600 nm was measured, and its concentration in mg/mL was calculated and adjusted to

40 pg/mL (Mariani et al. 2008). The aqueous extract of ‘tucum’ was tested at 50 and
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150 pg/mL), menadione at 5uM and H,O, at 0.5mM. The samples were incubated for
24h at 28°C and 200 rpm and after the incubation the cells were washed with PBS
buffer 1X, diluted in YPD medium at 100, 10-1, 10-2 e 10-3 and 10pl of the cultures
were plated in solid YPD medium. Plates were incubated for 72h at 28°C. After this

time the colonies were counted and 10-3 dilution was used for data collection.

1.7 Statistical Analysis

The results are expressed as mean + SEM. Samples were compared using one-
way analysis of variance (ANOVA) and the post hoc test of Bonferroni. For statistics
significance, P-value < 0.05 was used. Analysis were made by using the software
GraphPad Prism ve6.

4. CONCLUSION

In conclusion, the present study demonstrates that the protective action of the
‘tucum’ aqueous extract against the stress caused by H,O, correlates with the presence
of Yapl. These results are in agreement with those obtained with mice that ingested
‘tucum’ and that showed activation of liver Nrf2 target genes. Although the importance
of the ‘tucum’ fruits has been established by its high antioxidant content in relation to
other fruits from the Brazilian savannah, the mechanism of action of the ‘tucum’ extract
needs further investigations. Thus, studies on the involvement of transcription factors in
the mechanism of action of ‘tucum’ extract may unravel specific components of the
extract that affect their activities. The use of different yeast mutants may be suitable for

such studies.
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SUPLEMENTARY MATERIAL
7. FIGURES
Figure 1
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Figure 1 — Growth curves of S. cerevisiae strains BY4741 (A) and YaplA (B) exposed
to ethanol 1%, menadione (5uM and 15uM) and H202 (0.5mM and 1mM). Error bars
indicate the standard error of the mean (n=3) of three different experiments.
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Figure 2
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Figure 2 — Effect of different concentrations of tucum’s aqueous extract (10, 25, 50,
100 and 150ug/mL) in S. cerevisiae strains BY4741 (A) and YaplA (B) growth curves.

Error bars indicate the standard error of the mean (n=3) of three different experiments.
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Figure 3
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Figure 3 — Effect on growth curves of different concentrations of tucum’s aqueous
extract in S. cerevisiae strains BY4741(A) and YaplA (B) only with YPD medium (C)
or exposed to menadione (15uM) (M), H202 (ImM) (H), tucum extract 50ug/mL
(MT1) or 150pg/mL (MT2) and menadione (15uM), tucum extract 50pg/mL (HT1) or
150pg/mL (HT2) and 1mM of H202. Error bars indicate the standard error of the mean

(n=3) of three different experiments.
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Figure 4
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Figure 4 — Colony viability of S. cerevisiae strains BY4741 (A) and YaplA (B) only
with YPD medium (C) or exposed to menadione (5puM) (M), H202 (0.5mM) (H),
50pg/mL (T1) or 150pg/mL (T2) of tucum’s extract, pretreated with 50pug/mL (MT1) or
150pug/mL (MT2) of tucum extract before menadione induced stress and with 50ug/mL
(HT1) or 150pg/mL (HT2) of tucum extract before H202 induced stress. Error bars

indicate the standard error of the mean (n=3) of three different experiments.
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ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common types of cancer. Bioactive natural
compounds can act in cancer chemoprevention as tumor growth inhibitors. Tucum-do-
cerrado (Bactris setosa Mart.) is a Brazilian fruit that contains several phenolic
compounds. This study investigated the effect of tucum aqueous extract in Caco-2 cells
in comparison to primary human intestinal organoids and fibroblasts. Cells were
exposed to 0.5 and 1 mg/mL of tucum aqueous extract for 24 hours. ROS production,
mRNA levels for SOD1 and SOD2, CAT, GPx1, NFE2L2, HIF1A and NOS2 were
evaluated in Caco-2 cells exposed to tucum extract. Cell viability of Caco-2 cells was
decreased upon tucum extract exposure. Mitochondrial ROS levels increased in Caco-2
cells exposed to tucum extract. The mRNA levels of SOD1, SOD2, CAT, GPx,
NFE2L2 and HIF1A were downregulated in Caco-2 cells exposed to tucum extract,
while NOS2 mRNA levels remained unchanged. Protein levels of SOD2, CAT and
NRF2 remained unchanged in Caco-2 cells treated with tucum extract, indicating that
catalase and SOD2 cellular functions may be unaffected by the tucum extract at 24
hours of exposure. Aqueous extract of tucum-do-cerrado may induce cellular toxicity in
a cancer cell-specific manner, possibly through increased mitochondrial ROS

production and gene expression regulation.

Key words: polyphenols, bioactive compounds, carcinoma cells, antioxidants.
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading cause
of death in the world and resulted in 9.6 million deaths in 2018. Colorectal cancer is one
of the most common types of cancer, in both men and women, and dietary factors are
key risk factors in the development and prevention of this disease[1]. Multiple studies
have shown that diets with a high content of fruits and vegetables prevent and reduce
the risk of gastrointestinal cancer[2-5]. For instance, vitamin D, calcium and
antioxidants are associated with a relative risk reduction for the development of
colorectal cancer when compared to low intake of these nutrients[6].Moreover,
bioactive compounds found in a variety of plants, such as coffee, soy, green tea, tomato
and curcuma, are widely studied for their anticancer effects[7]. The antioxidant activity
of polyphenols is well known, however, they can also act as prooxidants and induce
oxidative DNA damage in the presence of metal ions such as copper and iron[8].
Caffeic acid, for example, induces DNA damage in human peripheral lymphocytes in a
copper-dependent reaction. This effect has also been observed with gallic acid, a
structural constituent of tannins, and epigallocatechin-3-gallate (EGCG), an apoptosis
inducer [9]. The copper concentration in cancer cells is higher than in normal cells,
which would explain a selective cytotoxic effect on these cells. The selective genotoxic
effect of polyphenols led to the hypothesis that their prooxidant property is involved in
the anti-cancer action of these compounds [9]. Colon cancer cells show defective DNA
repair[10] and, therefore, compounds that induce the DNA repair machinery are
relevant to be considered as anticancer agents. Polyphenols have been shown to induce
DNA repair genes. For example, a major polyphenol from green tea, (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), inhibits, in cancer cell lines, the activity of the
enzyme 5-cytosine DNA methyltransferase, involved in the methylation of newly
synthesized DNA strand[11]. As a consequence of this inhibition, reactivation of
methylation-silenced genes coding DNA repair enzymes occurs. In addition, naringenin
(NR), a citrus flavonoid, can stimulate, in a beyond antioxidation manner, the induction
of base excision repair gene expression in LNCap prostate cancer cells following
oxidative stress[12].Modulation of the cellular redox status is one of the main target of
polyphenols in their effect on cancer development and progression. Polyphenols may
act either as pro-oxidants and induce cell cytotoxicity, or act as antioxidants and inhibit

metabolism and cellular activity[7]. The dual effects of polyphenols on cancer cells

68



seems to depend on dose and treatment time. For example, treatment of MCF-7 breast
cancer cells with low doses of flavonoids (1 to 8 uM) for 60 h slightly increases cell
growth while high doses of flavonoids (20 to 120 uM) for 48 h inhibits cell proliferation
and induces cell death due to excessive oxidative stress (Xi et al., 2022).
Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) is a fruit found in the Brazilian
savanna, which has high levels of different bioactive compounds, including vitamin C,
as well as at least 46 phenolic compounds, such as anthocyanins, catechins, rutins,
cyanidin, peonidin, caffeic acid, resveratrol and quercetin[13-15]. These compounds are
mainly found in the peel of the fruit, which was shown to have the major antioxidant
activity, in vitro and in vivo, when compared to the pulp[14-18]. In the present study,
the effects of the aqueous extract of the tucum-do-cerrado peel were evaluated in
colorectal cancer cells (Caco-2) and normal intestinal mucosal cells, e.g. primary human

intestinal organoids and fibroblasts.

MATERIAL AND METHODS

Extract of tucum-do-cerrado

Fruits were obtained from a local merchant and were from “Fazenda Grama”,
Teresopolis de Goias — GO/Brazil. Fruits were washed with distilled water and the peel
was manually removed and lyophilized. For preparation of the crude aqueous extract, 1
g of pulverized peel was mixed with 10 mL of distilled water. The contents were mixed
for 16 h at 4°C and filtered through a 0.22 um filter. The aqueous extract was stored at -
20 °C until use.The extract concentrations in mg/mL corresponded to the pulverized
peel dissolved in water.

Cell Culture

Caco-2 cells (human epithelial colon adenocarcinoma; ATCC®, HTB-37TM, Manassas,
USA) and primary human intestinal fibroblasts cells were maintained in DMEM
medium (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, ThermoFisher Scientific Inc,
Massachusetts, EUA) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS; Invitrogen), 1%
antibiotic cocktail [penicillin (10 U/mL), streptomycin sulfate (100 pg/mL) and fungi
zone; Lonza, Bazel, Switzerland] and 1% wi/v non-essential amino acids (NEAA,
Gibco). Cells were cultured at 37 °C and 5% CO..

Human gut (jejunum) organoids were obtained from surgical resection material at

University Medical Center Groningen and maintained on Matrigel® (Life science
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354262) and hGF medium (DMEM/F12 medium, Glutamax 1%, HEPES 1M, PSF 1%,
Gentamycin 50 pg/mL). Organoids were cultured in expansion medium (EM), which
consisted on hGF medium added with Wnt3-conditioned medium 1:1, Rspo-1 100
ng/mL (R&D Systems,Mineapolis, Minnesota, EUA, 4645-RS), 100 ng/mL Noggin
(R&D Systems 6057-ng-100), 1x B27 (Invitrogen 17504-044), 1.25 mM NAC (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA, A9165), 50 ng/mL EGF (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA, PMG8041), 10 mM nicotinamide (Sigma N0636-100g), 10 uM
SB202190 (Sigma S7067-5 mg), 10 uM Y-27632 (Sigma Y0503), 0.5 uM A83 (Tocris
Bioscience, Bristol, Reino Unido, 2939). Differentiation medium were the same as
expansion medium, but without nt3, nicotinamide, SB202190 and Y-26632.

Cell viability

Cells were plated at 5x10°cells/well in a 24-well plate in supplemented DMEM
medium. When cells reached 80% confluence, aqueous extract of tucum-do-cerrado (0.5
and 1 mg/mL) in DMEM medium was added and the cells were incubated for another
24 h. Cell viability after 24 h treatment was measured using the WST-1 reagent (Roche,
Basel, Switzerland, 11644807001) according to the manufacturer’s instructions. Cells
were incubated for 45 min with WST-1 reagent diluted on HBSS buffer to 1:10 and the
absorbance of the samples was measured at 450 nm on Epoch2 microplate reader
(Biotek Instruments). Results were used to calculate 1Csq in GraphPad prism 6 software.
For 1C50 results, the following concentrations of the aqueous tucum extract were tested:
0.01, 0.025, 0.50, 0.100, 0.250, 0.500, 1.0, 1.25 and 1.5 mg/mL. The IC50 was
calculated using the GraphPad prism 6 software.

ROS Production

Fibroblasts and Caco-2 cells were plated in 96-well plates at 5x10* cells/well (100
ul/well) and after 24 h the aqueous extract of tucum-do-cerrado was added (0.5 and 1
mg/mL). The cells were then incubated for 24 h. ROS production assay was carried out
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the stock solution (one vial
dissolved in 13 ul DMSO) of Reagent MitoSox red (Roche) was diluted in culture
medium (1:1,000 dilution) and 100 ul was added to each well. Cells were incubated for
30 min and after that the absorbance was measured at 510 nm on a Synergy H4 Hybrid

Reader (Biotek Instruments) microplate reader.
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RNA isolation and gene expression

For total RNA isolation cells were washed twice with HBSS buffer (Gibco) and 500 pl
of TRIzol reagent (Sigma-Aldrich) was added in each well, and RNA isolation was
carried out according to manufacturer’s instructions. RNA was quantified on a
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo-Scientific). Complementary DNA (CDNA)
synthesis was made with RNA and mix with RT-buffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCl,
3 mM MgCl;, 5 mM DTT), 10% dNTP mix (1 mM dATP, dGTP, dTTP, Sigma-
Aldrich), 2% random primers (0.05 pg/ul, Sigma-Aldrich), 1.5% RNAse OUT and 2%
M-MLV RT (respectively, 4 U/ul and 20 U/ul; Invitrogen) to a final volume of 50 pl.
The reaction for cDNA synthesis was incubated for 10 min at 25 °C followed by 60 min
at 37 °C and 5 min at 95 °C, using a thermal cycler (BioRad, CA, USA, T100).
Annealing temperature for primers was 60°C.

For gene expression analysis, cDNA was mixed with oligonucleotides (probe, sense and
antisense) for different target genes. The gene expression levels of Superoxide
Dismutase [Cu/Zn] (SOD1), Superoxide Dismutase [Mn] (SOD2), Catalase (CAT),
Glutathione Peroxidase (GPx), Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2 (NFE2L2),
Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIFLA), Nitric Oxide Synthase 2 (NOS2) and 18S
were analyzed by quantitative real-time PCR (RT-gPCR). The cycle threshold (Ct) was
calculated using QuantStudio software. For gPCR running, mix were sample 0.4 pl
cDNA, 0.8 ul probe, 0.86 pl sense primer, 0.36 pl anti-sense primer, 10 pl x2 RT buffer
and 4.48 pul water in each well. The Primer sequences are described in supplementary
table 1. The comparative Ct method was used for quantification of mMRNA expression
levels using the amplification efficiency of each gene. All results were normalized using

18S as the housekeeping gene.

Cell lysates, Protein Quantification and Western blot analysis

Caco-2 cells were washed 2x with HBSS buffer and 200 pl of lysis buffer (25 mM
HEPES, 150 mM KAc, 2 mM EDTA pH 8.0, 0.1% NP-40) containing protease
inhibitor (10 mM NaF, 50 mM PMSF, 1 pg/ul a-protinine, 1 pg/ul pepstatine, 1 pg/ul
leupeptin, 1 mM DTT; 1:25 dilution) were added to samples. Lysed cells were scraped
and transferred to 1.5 mL conical tubes. Protein was quantified by BCA protein assay
(Biorad). Electrophoresis was performed using 40 pg of total protein and the proteins
were electro-transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were stained with

Ponceau-S to check for protein transfer and washed once with PBS before blocked with
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0.5% BSA in 0.1% PBS Tween (PBS Gibco, 10019-015; Tween 20 Gibco, P2281) for 1
h. Samples were incubated overnight at 4 °C with rabbit polyclonal antibodies against
MnSOD (manganese superoxide dismutase), pNRF2 (nuclear factor, erythroid 2-like 2)
or B-actin, or mouse polyclonal antibodies against Catalase. All antibodies (Sigma-
Aldrich) were used at a 1:1,000 dilution. Membranes were washed with 0.1% PBS
Tween and incubated with secondary rabbit or goat IgG antibodies (1:2,000, Sigma
Aldrich) for 1 h and washed again using 1x PBS. Enhanced chemiluminescence (ECL),
advanced Western blotting detection kit and ECL Hyperfilm (GE Healthcare, Madison,
WI) were used to detect protein expression. The signals were visualized by ChemiDoc
Resolutions System (Biorad) and bands were quantified using Image Pro Plus software
v 7.01 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Immunofluorescence

Caco-2 cells were plated at 5x10° cell/well in 12-well plates with coverslips and after
they reached 80% confluency, the aqueous tucum extract (0.5 and 1 mg/mL) was added
and the cells incubated for 24 h. Cells exposed to 1 mM hydrogen peroxide (H,0;) were
used as positive control and coverslips incubated without the secondary antibody were
used as negative control. Cells were washed twice with PBS (500 pl) and fixed with 4%
paraformaldehyde for 10 min. After fixation, cells were washed 2x with PBS and 500 pl
permeabilizing buffer (Triton 0.01% in PBS) was added. The samples were then
incubated for 30 min at 37°C. The coverslips were washed twice with PBS and were
incubated 30 min in a blocking buffer (2% BSA in PBS). Rabbit polyclonal
immunoglobulin G raised against MnSOD (1:400) was added and the coverslips were
incubated for 1 h at room temperature. Cells were washed with a blocking buffer (2%
BSA in PBS) and probed with an Alexa Fluor™488-conjugated anti-rabbit antibody
(1:500) for 30 min at room temperature. Slides were mounted using a Vectashield
antifade reagent with DAPI (nuclear stain) (Vector Laboratories, CA, USA) and images
were taken using a fluorescent microscope (Leica DMI6000B) with software Leica

Application Suite Advanced Fluorescence 3,1,0 build 8587.

Statistical Analysis
The results are expressed as mean + SEM. Samples were compared using one-way
analysis of variance (ANOVA) and the post hoc test of Bonferroni. For statistics

significance, p-value < 0.05 was used.
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RESULTS

The cell viability of Caco-2 cells was dose-dependently reduced after 24 h exposure to
the tucum aqueous extract with an ICso of 0.59 mg/mL (Fig. 1A). Thus, cells were
exposed for 24 h to either 0.5 and 1.0 mg/mL tucum aqueous extract in subsequent
experiments. Cell viability decreased with increasing extract concentration from 0.01 to
1.5mg/mL and was 20.1% at the lowest concentration and 91.6% at the highest
concentration. Caco-2 cell viability was significantly reduced to 57.8% and 33.8% after
24 h exposure to 0.5 and 1.0 mg/mL tucum aqueous extract, respectively, when
compared to untreated control cells (Fig. 1B). In sharp contrast, cell viability of primary
human intestinal organoids and primary human intestinal fibroblasts was not affected by
exposure to tucum aqueous extract (Fig. 1C and 1D, respectively). Further analysis
showed that mitochondrial ROS production in Caco-2 increased to value 99.1% in the
cells exposed to 0.5 mg/mL and 84.3% in the cells exposed to 1.0 mg/mL of the tucum
aqueous extract compared to untreated control cells (p < 0.05, Fig. 2A). In contrast,
tucum exposure did not show significant changes on mitochondrial ROS production in
primary human intestinal fibroblasts (Fig. 2B).

Protein and mRNA levels were analyzed for antioxidant superoxide dismutases. Tucum
aqueous extract dose-dependently reduced SOD1 (Cu/ZnSOD) and SOD2 (MnSOD)
MRNA levels (Fig. 3A and B). However, MnSOD protein levels remained unchanged in
Caco-2 cells exposed for 24 h to tucum aqueous extract, when compared to untreated
control cells (Fig. 3C). Immunofluorescence microscopy analysis revealed that tucum
aqueous extract did not evidently affect MnSOD-specific staining in Caco-2 cells, while
it was clearly induced in cells exposed to 1 mM H,0, (Fig. 3D).

Tucum aqueous extract also reduced, in a dose-dependent manner, the mRNA levels of
GPx1, CAT (FIG. 4A and 4B) and of the oxidative stress-related transcription factors
HIF1A and NFE2L2 (Fig. 5A and C). Just like observed for SOD2/MnSOD, however,
protein levels of catalase and Nrf2 were not overtly affected in the 24 h time frame of
tucum exposure. In contrast to effects on mRNA levels on antioxidant genes, tucum
agueous extract did not change mRNA levels of the inflammation marker NOS2,

encoding inducible nitric oxide synthase iNOS (Fig. 5B).
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DISCUSSION

In this study, we investigated the oxidative and cytotoxic effects of aqueous
extract of tucum-do-cerrado in human colon cancer cells and the likely underlying
mechanisms. We choose the Caco-2 cell line because: 1) colorectal cancer ranks 3rd in
terms of cancer incidence, 2) these cells are a model of the intestinal epithelium, 3) the
intestinal epithelium enters in contact with tucum components after ingestion of the fruit
or its products [54].The ICsy for aqueous extract of tucum’s peel was 590 ug/mL.
Studies with plant extracts have reported reduction on viability in Caco-2 cells [19-21].
For example, Caco-2 cells showed to be sensitive to a colored fraction of sweet cherry
fruits and had an ICsp value of 667.84 = 2.46 pug/mL [19]. Three concentrations of juice
(10, 1 and 0.1 mg/mL) and 50% hydroethanolic extract (1, 0.1 and 0.01 mg/mL) from
Saposhnikovia divaricata root statistically significantly reduced Caco-2 cells viability
[20]. Extracts from Arthrocnemum indicum shoot inhibited Caco-2 cell growth in a
dose-dependent manner at the concentrations of 10 to 100 ug/mL [21].

Our results indicate that tucum extract (0.5 and 1 mg/mL), had a toxic effect on
Caco-2 cells, although it did not showed the same effect on organoids (on tested
concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mg/mL) and fibroblasts (on tested concentrations of
0.025 up to 1.5 mg/mL), which may indicate a selective action towards cancer cells.
Further analysis may be important to determine if this effect is also antiproliferative.
Caco-2 cells exposed to a grape seed proanthocyanidins extract (10-100 pg/mL) had
survival pathway inactivated and activation of apoptosis, while the viability of normal
colon cells was not altered by the same treatments[22], in line with our results.
Resistance to multiple drugs remains one of the challenges in the area of cancer
treatment and, therefore, the search for potential sources of new anti-cancer drugs can
help this endeavor. The selective effect of tucum extract on Caco-2 cells, when
compared to organoids or fibroblast, is relevant when considering its anti-cancer
potential. Changes in the composition and metabolism of tumor cells, when compared
to normal cells, may be related to this selective effect. Regarding the fact that
mitochondrial ROS production was higher at 0.5 mg/mL than at 1.0 mg/mL, we
speculate that the extract may be exerting some antioxidant effect at the concentration
of 1.0 mg/mL, but this remains to be investigated. This same effect has been observed
in a study with eugenol, a flavoring agent used in cosmetic and food products, showing

that it caused biphasic ROS production in human submandibular cell line treated with
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H,O, and horseradish peroxidase characterized by enhanced at lower eugenol
concentrations (5-10 microM) and decreased at higher concentrations (500 microM)
[55].

Fruits, vegetables and other plants with bioactive compounds, such as
polyphenols, have been studied for their antiproliferative and potential anticancer
effects[23-28]. Polyphenols have been related to cancer chemoprevention and
adaptative responses to stress, but they can also induce production of reactive oxygen
species that can play a crucial role in cancer therapy through activation of apoptotic
pathways[29]. The results show that tucum aqueous extract induces mitochondrial ROS
production in colorectal adenocarcinoma Caco-2 cells, but not in primary human
intestinal epithelial cells (organoids) or primary human intestinal fibroblasts. This is
accompanied by a reduction in viable cells after 24 h of tucum aqueous extract
exposure. The increase in ROS production in Caco-2 cells exposed to tucum extract
may be related to its higher copper and iron content. Colorectal cancer tissue from
patients has been reported to have higher levels of copper and iron compared to normal
tissue[51]. Copper and iron are important catalysts in Fenton reactions, which generate
the extremely reactive hydroxyl radical[52]. Tucum aqueous extract contains gallic and
caffeic acids (supplementary table 2), compounds that induce DNA damage in a
copper-dependent reaction in human cells[53]. It is reasonable to think that these
polyphenols may be acting as pro-oxidants and causing DNA damage in Caco2-cells.
This effect remains to be investigated.

The composition of the tucum peel aqueous extract has been described and is
summarized in supplementary table 2. The total phenolics in the tucum peel is
28,287.6 mg of gallic acid equivalent (GAE)/100 g fresh matter[15]. This is a high
value when compared with some common fruits such as apple (red delicious) 73.96 +
3.52 mg GAE/100 g fruit [13]. An study by Rosa et al. (2016) identified major phenolic
compounds of the tucum-do-cerrado (Bactris setosa) peel, as well as antioxidant
activity and total phytochemical compound concentration of different extracts of the
peel, including an aqueous extract. It will be relevant to repeat these analyses with the
extract used in the present study. One characteristic of our extract is its purple color
indicating the presence of anthocyanins. Tucum, as green tea (Camellia sinensis), has
catechins, whose antioxidant mechanism of action is linked to a transition metal
chelating property[30]. However, tucum extract demonstrated a potent pro-oxidant

effect in Caco-2 cells by increasing mitochondrial ROS production that was not
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observed in intestinal fibroblasts, thus indicating a cell type-specific action. The pro-
oxidant effect of catechins is related to apoptosis induction in tumor cells, such as HL-
60, HT-29 and RAW 264.7 due to interference with cellular signaling pathways or by
increasing H,O, and hydroxyl radical production under experimental conditions[30-33].
ROS production is increased when Rosa canina is combined with a drug to treat
colorectal cancer, but when Caco-2 cells treated with hydrogen peroxide are exposed to
only Rosa canina’s extract, ROS production decreases, showing an antioxidant
effect[34,35].

Tucum extract reduced mRNA levels of the antioxidant enzymes SOD, GPx and
catalase, but this reduction was not observed in protein levels of catalase and MnSOD.
These results suggest that Caco-2 cells treated with aqueous tucum extract alone can
develop a higher oxidative stress environment since they produce more mitochondrial
ROS whilst their antioxidant defense is not being strengthened. Aqueous extract of
Barringtonia racemosa leaf on Caco-2 cells increased catalase and GPx activity,
however ROS production was increased[42]. Similar results were found with grape seed
extract which increased SOD and GPx mRNA levels[43]. Plant extracts such as sage,
oregano, rosemary and echinacea rich in polyphenols, likewise tucum extract, do not
induce a significant increase in antioxidant enzymes when exposed to H,0,[44]. A diet
rich in fruits and vegetables is highly important to prevent chronic diseases such as
diabetes and obesity, thence effective on preventing inflammatory environment and an
increase on oxidative status. Although it was not observed in this study a significant
effect of tucum extract on antioxidant response, the fruit is rich in bioactive compounds
which may be important to maintain a healthy diet.

The transcription factor Nrf2 (Nuclear factor E2-related factor 2) is involved in
the antioxidant response[36-39]. Tucum extract decreased mRNA, but not protein
levels of Nrf2. While the difference between the mRNA and protein levels seems
striking, it is not an unusual observation. For example, an analysis of matrix
metalloproteinases and the tissue inhibitor of metalloproteinases 1 in prostate cancer
cells showed no correlation between their levels of mMRNA and proteins [36]. Protein
and mRNA levels within the same lung adenocarcinoma show significant correlation
only in a subset of the proteins[40]. Down regulation of Nrf2 is associated with cancer
cells death as shown in lung cancer cells A549 in which up to 200 uM catechins from
green tea suppressed this transcriptional factor and led to a lower antioxidative response

and activated apoptosis [41].
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Hypoxia-Inducible Factor-1 is a key transcription factor that induces
angiogenesis and is important in mammalian cells survival under low oxygen
concentrations [45,46]. It is composed of two subunits, HIF-1a and HIF-1p, and HIF-1a
is regulated in an oxygen dependent manner. Under normoxia, ROS are able to
indirectly regulate HIF-1a by inhibiting proline hydroxylation, the event that triggers its
degradation pathway [47]. Our findings showed that tucum extract caused a decrease in
HIF-1a gene expression in a dose-dependent way in Caco-2 cells, while superoxide
radical increased under the same conditions. Superoxide radical is known to increase
HIF-1a levels under hypoxia and H,O; is able to stabilize it under normoxia [48,49].

Peroxynitrite (HOONO) is formed by the reaction between nitric oxide (*NO)
and the superoxide radical and is a potent oxidizer that can attack various biological
targets[50]. We then investigated whether tucum-do-cerrado has an effect on the gene
expression of the inducible enzyme that catalyzes the synthesis of nitric oxide. The gene
expression of NOS2 remained unchanged when the Caco-2 cells were exposed to the
tucum-do-cerrado extract, indicating that the extract has no molecules with effect on the
gene expression of this enzyme. Therefore, tucum might be responsible for increasing
ROS production and suppresses antioxidant response while not affecting the
inflammation pathway.

For two investigated antioxidant enzymes, MnSOD and CAT, and also for the
transcription factor Nrf2, a decrease in mMRNA levels, caused by tucum exposure, did
not correlate with a decrease in protein levels. These data are interesting with regard to
the importance of these proteins in colorectal cancer because it indicates that they are
differently influenced at mRNA and protein levels and that post-transcriptional
regulation of gene expression is a mechanism to maintain their function in Caco-2 cells.
While the results seem promising, these are only primary experiments and, therefore,

more cell lines should be investigated to conclude about tucum anticancer activity.

CONCLUSION

In conclusion, tucum-do-cerrado extract probably contains molecules with antioxidant
action, and others with pro-oxidant action. The results of our study reflect the total sum
of these opposite actions in Caco-2 cells and indicate that there is a prevalence of pro-
oxidant action related to a decrease in cell viability. Our findings show the
antiproliferative activity of tucum-do-cerrado extract on colon cancer cells possibly

through ROS production. This observation is relevant from the point of view of
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searching for compounds that reduce tumor cell growth. We hope that the results
described here pave the way to further studies on tucum-do-cerrado as a potential source

of anti-cancer compounds.
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Figure 1. ICsq of tucum aqueous extract for Caco-2 cells (A) after a 24 h exposure of
different concentrations (25, 50, 100, 250, 500, 1,000, 1,250 pg/mL). n=3. Results
expressed in mean £ SEM. WST-1 cell viability assay to evaluate proliferation of Caco-
2 cells (B) n=3, Human intestinal organoids (C) n=2 and Primary human intestinal
fibroblasts (D) n=1 exposed to aqueous extract of tucum-do-cerrado (0.5 and 1 mg/mL)

for 24 h. Results expressed in mean + SEM, p<0.05.
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Figure 2. Mitochondrial ROS production quantified by the MitoSOX. (A) Caco-2 cells
exposed to aqueous extract of tucum-do-cerrado (0.5 and 1mg/mL) for 24 h. n=3.
Results expressed in mean £ SEM, p<0.05. (B) Primary human intestinal fibroblasts
exposed to aqueous extract of tucum-do-cerrado (0.5 and 1mg/mL) for 24h. DMEM

medium were without fetal bovine serum. n=1.
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Figure 3. Tucum extract exposure downregulates Cu/Zn SOD (SOD1) and MnSOD
(SOD2) genes in Caco-2 cells. (A and B) Cu/Zn SOD and MnSOD gene expression
(QPCR-RT) and (C) MnSOD protein expression (Western Blot). CaCo-2 cells were
exposed to aqueous extract of tucum-do-cerrado (0.5 and 1mg/mL) for 24h in DMEM
medium without fetal bovine serum. Control represents cells exposed to medium alone.
Results expressed in mean + SEM. (D) Immunofluorescence analysis for mitochondrial
MnSOD expression (green staining) on Caco-2 cells exposed for 24 h with aqueous
extract of tucum-do-cerrado (0.5 and 1 mg/mL). Negative control are cells without
secondary antibody. Positive control are Caco-2 cells exposed to 1 mM H.O.. Scale bar
= 25um. The gPCR-RT experiments were performed with two biological replicates,
each with N=4. The western blot was performed with one gel containing samples from

two experiments performed in different days.
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Figure 4. Tucum extract exposure downregulates glutathione peroxidase 1 (GPx1) and
catalase genes in Caco-2 cells. (A and B) GPx1 and catalase gene expression (qQPCR-
RT) and (C) catalase protein expression. Caco-2 cells were exposed to aqueous extract
of tucum-do-cerrado (0.5 and 1mg/mL) for 24h in DMEM medium without fetal bovine
serum. Control represents cells exposed to medium alone. Results expressed in mean +
SEM. The gPCR-RT experiments were performed with two biological replicates, each
with N=4. The western blot was performed with one gel containing samples from two
experiments performed in different days.
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Figure 5. HIF-1a, NOS2 and Nrf2 gene expression in Caco-2 cells exposed to tucum-
do-cerrado extract. (A, B and C) HIF-1a, NOS2 and Nrf2 gene expression (qQPCR-RT),
respectively. (D) Nrf2 protein expression. Caco-2 cells were exposed to aqueous extract
of tucum-do-cerrado (0.5 and 1mg/mL) for 24h in DMEM medium without fetal bovine
serum. Control represents cells exposed to medium alone. Results expressed in mean +
SEM. The gPCR-RT experiments were performed with two biological replicates, each
with N=4. The western blot was performed with one gel containing samples from two
experiments performed in different days.
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TABLES

Table 1: Sequences of the oligonucleotides used for gPCR reaction

Gene name Gene  Amplicon

size
18S ribosomal 18S 110
RNA

Superoxide SOD1 82
Dismutase

[Cu/zn]

Superoxide SOD2 79
Dismutase

[Mn]

Catalase CAT 77

Glutathione GPX1 537
Peroxidase

Nuclear Factor NRF2 115
Erythroid 2-

Related Factor

2

Nitric Oxide NOS2 78
Synthase 2

Hypoxia- HIF1A 82
inducible factor

1-alpha

A T U T

Tn

A T XV M O M

O T U T

Oligonucleotides sequence (5°-3”)

CGGCTACCACATCCAAGGA
CCAATTACAGGGCCTCGAAA
CCGTACAATGGTGGTCCATGA
CCCAGCATTTCCAGTCTTTGTACT

CACCGAGGAGAAGTACCACGA
GAACTTCAGTGCAGGCTGAAG

CCCGCATCCAGGCTCTT
GCCGGCCTGCGTGTAG
CAGCAGGGTTTCTATGTCAGGTT
CCCGTGCGAGGTACAG
AGCCCAGCACATCCAGACA
TGTCTCTGCCAAAAGCTGCAT

GGC TCA AAT CTC GGC AGA ATC

GGC CAT CCT CAC AGG AGA GTT
TGAACATAAAGTCTGCAACTGGA
TGAGGTTGGTTACTGTTGGTATCATATA

Annealing temperature for primers were 60°C.
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Table 2 — Main classes of phenolic compounds identified and quantified in aqueous

extracts of tucum-do-cerrado peel by HPLC-DAD.

Class Subclass Hypothesis Amount
mg/100 FW
Phenolic acids Benzoic Acids  Galic acid derivative ~ 61.46
Galic acid derivative 0.65
Cinnamic Acids Caffeic 1.95
Flavonoids Anthocyanins Cyanidin derivative 25.13
Cyanidin derivative 71.44
Cyanidin derivative 6.52
Cyanidin derivative 1.74
Flavonols ND
Flavan-3-ols Catechin derivative ~ 214.61
Catechin derivative 88.97
Flavanones ND
Flavones Rutin 60.56
Rutin derivative 8.19
Isoflavones ND

Data Source: Rosa, Fernanda R., et al. Nutrients 8 (2016): 110. ND: note detected.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo conclui, com base nos experimentos realizados e de acordo com
0 encontrado previamente na literatura cientifica, que o extrato aquoso da casca do
tucum-do-cerrado foi capaz de aumentar o crescimento celular de levedura S. cerevisiae
da cepa BY4741 selvagens que foram estressadas com menadiona e H,O,. Entretanto, o
mesmo resultado ndo foi observado nas células de leveduras mutantes sem a presenga
do fator de transcricdo Yapl. De acordo com esses resultados, se presume que a
protecdo desempenhada pelo extrato do tucum nas células estressadas €, provavelmente,
através da via de sinalizagdo desse fator de transcricéo.

Além disso, os experimentos realizados em células de leveduras demonstraram que 0s
compostos presentes no extrato do tucum reduzem a progressdo celular sem causar a
morte dessas células.

Quando testado em células intestinais, 0 extrato aquoso do tucum demonstrou que
0S compostos encontrados em sua composicdo atuam provavelmente como
antioxidantes e pré-oxidantes simultaneamente, de acordo com o tipo celular testado.
Em células de carcinoma intestinal (Caco-2), o extrato demonstra acdo prioritaria pro-
oxidante, reduzindo a viabilidade celular. Os resultados mostram que essa agdo
antriproliferativa do extrato nas células cancerigenas do colon intestinal acontece
possivelmente através do aumento de producdo de espécies reativas de oxigénio.

Em ambos os modelos experimentais, os estudos realizados demonstram que o
extrato aquoso do tucum-do-cerrado ndo apresenta efeitos negativos em baixas
concentracOes para células consideradas normais. Além disso, em ambos 0os modelos, o
extrato parece desempenhar um papel protetivo para o extresse oxidativo e potencial

para o tratamento anti-cancer.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que a importancia do tucum-do-cerrado ja esteja muito bem estabelecida
por seu alto teor de antioxidantes quando comparado a outras frutas encontradas no
cerrado brasileiro, 0os mecanismos de acdo desse extrato necessitam de maiores
investigacOes para que seja mais bem compreendido e para que o0s papeis desenvolvidos
por compostos especificos contidos nele sejam revelados a fim de demonstrar como
afetam a atividade do objeto desse estudo.

Os resultados observados em células intestinais demonstram um importante ponto
de vista para as pesquisas que buscam compostos que sdo capazes de reduzir o
crescimento de céelulas tumorais.

Para os estudos futuros, sugerimos que o uso de outras linhagens celulares tanto
de leveduras como de células humanas possam ser testadas a fim de elucidar a
capacidade do extrato em diversos tecidos. Além disso, estudos mais aprofundados nas
linhagens testadas no presente estudo seriam de grande importancia para que 0S
mecanismos envolvidos possam ser mais bem compreendidos e explicados.

Em nosso projeto inicial, tivemos também o objetivo de realizar experimentos
para quantificar a atividade enzimatica da Catalase, SOD, GR, GPx e GST nas cepas de
levedura Saccharomyces cerevisiae nos grupos experimentais realizados nesse estudo.
Entretanto, devido a pandemia e algumas dificuldades técnicas, ndo pudemos finalizar.
Esperamos que 0s proximos projetos possam envolver a elucidacédo desse objetivo.

Esperamos que os resultados aqui encontrados sirvam como caminho para novos

estudos do tucum-do-cerrado como um fruto com enorme potencial.
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