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RESUMO

Triplaris gardneriana Wedd é uma espécie vegetal do semiarido brasileiro com sementes
ricas em compostos fenolicos e alta capacidade antioxidante. O consumo de frutas e vegetais
tem sido associado a baixa incidéncia de doencas cronicas causadas por estresse oxidativo.
Dentre os componentes alimentares capazes de combater o excesso de radicais livres, os
compostos fenolicos, de carater antioxidante, tém sido bastante estudados.Contudo, a
quantidade total destas substdncias presente nos alimentos ndo reflete necessariamente a
porcao bioativa absorvida e metabolizada pelo organismo. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou o desenvolvimento de um extrato etandlico obtido a partir das sementes de T.
gardneriana(EETQ),e a partir deste,caracterizar sua composicdo fendlica, avaliar sua
atividade antioxidante através de diferentes metodologias, além deinvestigar a
bioacessibilidade in vitro dos polifendis presentes em EETg apds digestdo gastrointestinal
simulada e estimar a biodisponibilidade indireta dos mesmos a partir da analise quimica do
plasma e urina em roedores apds sua administracdo oral. Em linhas gerais, EETg apresentou
niveis de atividade antioxidante pelos ensaios DPPH, ABTS™, FRAP e TBARS comparaveis
aqueles descritos naliteratura especializada. Os indices de bioacessibilidade de compostos
fenolicos em EETg foram de 48,65 e 69,28% na presenca e auséncia de enzimas,
respectivamente. Dentre as classes fenodlicas identificadas, os flavonoides, representados
porprocianidinas acrescidas de grupos galoil, mostraram-se mais bioacessiveis (81,48 e
96,29% na fase pos-intestinal com e sem enzimas, respectivamente). A administracdo oral de
EETg em ratos Wistar resultou em uma significativa diminuicdo da capacidade antioxidante
total (CAT) do plasma pelo ensaio FRAP 4 h apds o inicio do experimento. Para as amostras
de urina, um aumento naCAT pelos testes DPPH e FRAP foi observado a partir de 1 e 4 h
apos a administracdo, respectivamente. Analises por UPLC-QTOF daurina detectou 2
metabolitos oriundos da degradacdo de compostos fendlicos: acido hiparico e fenilacetil
glicina. Estes resultados sugerem que os compostos fendlicos deT. gardneriana, apesar do seu
potencial antioxidante, sdo instaveis em condi¢fes gastrointestinais, sendo flavonoides os
componentes com maior bioacessibilidade. Além disto, mostraram biodisponibilidade

limitada devido a sua rapida biotransformacéo e eliminacgdo urinaria.

Palavras-chave: Digestédo in vitro.Estudo in vivo. UPLC-QTOF. Farmacocinética.



ABSTRACT

Triplaris gardneriana Wedd is a plant species from Brazilian semiarid region with seeds rich
in phenolic compounds and high antioxidant capacity.The consumption of fruits and
vegetables has been associated to low incidence of chronic diseases caused by oxidative
stress. Among the food components capable of combating excess free radicals arethe phenolic
compounds, with antioxidant capacity, which have been extensively studied. However, the
total quantity of these substances present in foods does not necessarily reflect the bioactive
amount absorbed and metabolized by the body. In this context, the present work aimed the
development of an ethanolic extract obtained from the seeds of T. gardneriana (EETg), and
from this, to evaluate its antioxidant activity through different methodologies, to investigate
the bioaccessibility of EETg by determination of phenolic composition before and after in
vitro digestion as well as to estimate its indirect bioavailability by chemical analysis of
plasma and urine in rodents after oral administration. In general, EETg presented levels of
antioxidant activity by DPPH, ABTS™, FRAP and TBARS tests comparable to those
described in specialized literature. The bioaccessibility indexes of phenolic compounds in
EETg were 48.65 and 69.28% in the presence and absence of enzymes, respectively. Among
the identified phenolics classes, flavonoids, represented by galloylated procyanidins, proved
to be more bioaccessible (81.48 and 96.29% in the post-intestinal phase with and without
enzymes, respectively). The oral administration in Wistar rats resulted in a significant
decrease in plasma total antioxidant capacity (TAC) by FRAP assay 4 h after beginning the
experiment. As to urine analysis, an increase in TAC by DPPH and FRAP was observed from
1 and 4 h after administration, respectively. UPLC-QTOF analysis of urine detected 2
metabolites originated from the degradation of phenolic compounds: hippuric acid and
phenylacetil glycine. These results suggest that phenolic compounds in T. gardneriana,
despite their antioxidant potential, are unstable under gastrointestinal conditions, being
flavonoids the components with higher bioaccessibility; besides that, they showed limited

bioavailability due to their rapid biotransformation and urinary elimination.

Keywords:In vitro digestion.In vivo study. UPLC-QTOF analysis.Pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

Compostos fenolicos sdo os metabdlitos secundarios mais amplamente distribuidos no
reino vegetal. Seu potencial bioativo mais estudado corresponde a atividadeantioxidante, que
por sua vez, estd associada a reducdo na incidéncia de varias doengas humanas. Entretanto, a
quantidade total dessas substancias em alimentos e preparagfes medicinais ndo reflete a
porcdo absorvida e metabolizada pelo corpo (SAURA-CALIXTO, 2011).

Matrizes fendlicas com pronunciada atividade antioxidante in vitro podem néo
apresentar a mesma eficacia quando estudos in vivo sdo realizados. A possivel eficacia dos
compostos fendlicos, no corpo humano, por exemplo, é grandemente determinada pela
bioacessibilidade (liberacdo da matriz e sua estabilidade durante o processo digestivo) e
biodisponibilidade dessas moléculas bioativas (fracdo do composto ingerido que, através da
circulacdo sistémica, alcanca especificos alvos) (MARTINS; BARROS; PEREIRA, 2016).

Pesquisas relacionadas a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de compostos
fendlicos em matrizes solidas a partir de abordagens in vitro e in vivo, assim como em
técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS), tém
contribuido para um melhor entendimento da eficiéncia na digestdo gastrointestinal, absorcédo
e metabolismo desses fitoquimicos (GLEICHENHAGEN; SCHIEBER, 2016). Por exemplo,
modelos de digestdo in vitro baseados na fisiologia humana sdo amplamente utilizados para
estudo de mudancas estruturais, digestibilidade e liberacdo de componentes alimentares sob
condicdes gastrointestinais simuladas. Metodologias in vivo de biodisponibilidade incluem
estudos animais onde a cinética e a extensao da absorcdo sao mensuradas pelas concentraces
plasméticas e/ou urinarias em adultos apds a ingestdo de uma Unica dose de compostos
fenolicos, sob a forma purificada, inserida em extratos vegetais ou alimentos/bebidas ricos em
tais substancias (SANTOS et al., 2014).

Dentre as espécies vegetais selvagens e ricas em compostos fenolicos, esta aTriplaris
gardneriana Wedd (Polygonaceae), que ocorre naturalmente em varias regides do Brasil,
sendo utilizada em arborizagdo urbana e apresentando grande importancia ethnomedicinal
(LUCENA et al., 2007). Apesar das informagdes ja conhecidas a respeito de T. gardneriana,
poucos trabalhos cientificos tratam da caracterizacdo fitoquimica, alem de suas propriedades
farmacologicas e toxicoldgicas, uma vez que, para a sua utilizacdo medicinal, estudos
adicionais sdo requeridos para provar possiveis atividades e estabelecer sua acdo no

organismo dos individuos que a consumirem (LAPA et al., 2007).
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A fim de promover a bioprospecgdo e a utilizacdo racional e segura de recursos
naturais locais, estudo prévio do nosso grupo com T. gardneriana apontou como promissor o
potencial antioxidante dessa espécie vegetal (FARIAS et al., 2013; MACEDO et al., 2015).
Além disso, 0 nosso grupo de pesquisa tem conduzido trabalhos que visam caracterizar, tanto
do ponto de vista quimico quanto bioldgico, os extratos obtidos a partir de T. gardneriana.
Nesse contexto, 0 presente estudo objetivou estabelecer o perfil de compostos fendlicos e o
potencial antioxidante do extrato etandlico proveniente das sementes de T. gardneriana, bem
como investigar a bioacessibilidade in vitro de tais compostos durante digestdo
gastrointestinal simulada e, em seguida, estimar indiretamente a biodisponibilidade dos

mesmos apds administracdo em modelo animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Geracao de radicais livres e seu controle em sistemas biologicos

Mitocéndrias sdo organelas dindmicas encontradas no citoplasma de células
eucaridticas. Sdo responsaveis por uma gama de funcgdes, dentre as quais se destacam: a
degradacdo e sintese de metabdlitos e a geracdo de energia na forma de trifosfato de
adenosina (ATP), através da fosforilacdo oxidativa e da cadeia transportadora de elétrons
(CTE) (BIRCH-MACHIN; BOWMAN, 2016). Sob condicdes aerdbias, mais de 90% do
oxigénio consumido € reduzido diretamente a 4gua pela enzima citocromo oxidase na CTE.
No entanto, menos de 10% do oxigénio que se consome sdo convertidos em espécies reativas
de oxigénio, como por exemplo, o anion radical superoxido (O), o perdxido de hidrogénio
(H2.0,), o radical peroxila (RO2) e o radical hidroxila (OH), subprodutos naturais do
metabolismo mitocondrial (DAIBER, 2010; VENDITTI; DI STEFANO; DI MEO, 2013).

Espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN), de enxofre (ERS), de cloro
(ERCI), entre outras, genericamente tratadas como radicais livres, correspondem a 4tomos ou
moléculas altamente instaveis e reativos que possuem um ou mais elétrons desemparelhados
em sua camada eletrdnica mais externa (VASCONCELOS et al., 2007). Sua producdo é
observada em diversas condi¢es fisioldgicas: contracdo muscular; inflamacdo mediada por
neutrdfilos, eosindfilos e macrofagos, além da regulacdo do crescimento e sinalizacdo
celulares. Contudo, sua funcdo nociva reside na acdo oxidativa sobre lipidios de membranas,
proteinas e 4cidos nucleicos(DROGE, 2002; ABRAHAO et al., 2010). Similarmente, fontes
exogenas tais como luz ultravioleta, radiacdes ionizantes e poluicdo ambiental, assim como
fatores relacionados ao estilo de vida humana, onde é conveniente citar a pratica de exercicios
fisicos, o consumo de bebidas alcodlicas e o tabagismo contribuem para a formacdo de
radicais livres (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006; DARVIN et al., 2008; RAO et al., 2011).

Para se defender da acdo deletéria dos radicais livres oxigenados e outros oxidantes, as
celulas desenvolveram um sistema de defesa antioxidante bem integrado, incluindo
componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos. SuperOxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase sdo as enzimas frequentemente mencionadas na literatura
(DURACKOVA, 2010). SOD catalisa a dismutacdo do anion radical superoxido (Oy) a
perdxido de hidrogénio (H.0,) e oxigénio molecular (O,); catalase atua na decomposicdo de
H.0.a O, e H,O e a glutationa peroxidase (GPx) opera sobre peroxidos em geral, com
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utilizagcdo de glutationa como cofator (CAITO; ASCHNER, 2015). Dentre os componentes
ndo-enzimaticos com acdo protetora, destacam-se moléculas de baixa massa molecular como
a glutationa (GSH), principal antioxidante intracelular, tocoferois, ascorbato, acido Urico e
carotenoides evitando a oxidacdo de macromoléculas e/ou atuando como agentes redutores de
metais de transicdo; esses ultimos sdo potenciais formadores de espécies reativas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O sistema ndo-enziméatico conta ainda com a
participacdo de proteinas de transporte de metais de transi¢cdo, como a transferrina (transporte
de ferro) e ceruloplasmina (transporte de cobre) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Compostos fendlicos provenientes de vegetais também tém desempenhado um papel
antioxidante em sistemas bioldgicos, como demonstrado por estudos em animais e humanos
(GUO et al., 2003). De modo geral, o sistema antioxidante enzimatico e a glutationa estdo
presentes, predominantemente, no meio intracelular. Por outro lado, o sistema ndo enzimatico
localiza-se, principalmente, no meio extracelular (VALKO et al., 2007; VASCONCELOS et
al., 2007).

Disfuncdes celulares ocasionadas por anormalidades no sistema antioxidante
encontram-se associadas ao aumento intracelular dos niveis de espécies reativas. Esse
fendmeno induz mudancas no balanco redox (reducdo-oxidacdo) de sistemas bioldgicos,
levando o organismo a um quadro de estresse oxidativo. Esse, por sua vez, € capaz de
provocar efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacéo dos lipidios de membrana e agressao as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA; modificando assim a
fisiologia e a arquitetura das células (BOLTON et al., 2000; WALLACE; FAN;
PROCACCIO, 2010; ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011). Os eritrécitos, por exemplo, sdo
células sanguineas anucleares, em formato de disco bicdncavo e sem mitocondrias. Sob
condicdes de estresse oxidativo, deformacdes nas suas membranas decorrentes da peroxidacéo
de lipidios e danos as proteinas transformam os eritrocitos normais em equindcitos, células
hematicas caracterizadas pela presenca de espiculos e rigidez membranares, além de reduzida
capacidade de transporte de oxigénio (Figura 1) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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Figura 1 — Micrografia eletronica de eritrocitos humanos sob condicdes de equilibrio redox
(acima) e de estresse oxidativo (abaixo). A membrana dos eritrocitos é composta por 44% de
lipidios, 49% de proteinas e 7% de carboidratos. Danos as proteinas e lipidios mediados por
peroxidos ocasionam mudangas morfoldgicas nos eritrdcitos, transformando-os em
equinocitos

Fonte: Halliwell e Gutteridge(2007)

Pesquisas apontam que o estresse oxidativo esta diretamente relacionado aos processos
de envelhecimento, transformacéo e morte celulares, com consequéncias diretas em muitos
processos patoldgicos, entre eles, inducdo de cancer, bem como na fisiopatologia de uma
ampla variedade de doengas de ordens degenerativas e metabdlicas, tais como Alzheimer,
Parkinson, diabetes, cardiopatias, dislipidemias e intoxica¢do por xenobioticos (INDO et al.,
2015).
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2.2 Atividade antioxidante de produtos naturais

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doencas, através da ingestdo de ervas e folhas, talvez tenha sido
uma das primeiras formas de utilizacdo desses produtos (VIEGAS JR; BOLZANI,
BARRERO, 2006). Atualmente, a Organizagdo Mundial de Satude (OMS) tem estimado que
80% dos habitantes do mundo fazem uso de extratos de ervas e seus componentes ativos para
atender suas necessidades primarias de cuidados em salde, haja vista que essas preparacoes
mostram uma diversidade de propriedades farmacoldgicas contra vérias patologias
(ARULSELVAN et al., 2016; GOTHAI et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que dietas ricas em frutas e verduras estdo
associadas a uma menor incidéncia de doencas crbnicas e degenerativas associadas ao estresse
oxidativo. De acordo com o Fundo Internacional de Pesquisa Mundial sobre o Cancer (World
Cancer Research Funding International - WCRF), uma alimentagdo com grande quantidade e
variedade de frutas, legumes e verduras pode prevenir 20% ou mais dos casos de cancer.
Dentre os componentes alimentares capazes de combater o excesso de radicais livres, as
substancias fitoquimicas, nas quais se destacam o0s compostos fendlicos, compostos
nitrogenados, carotenoides, acido ascorbico e tocoferois, vém recebendo grande atencdo por
sua significativa atividade antioxidante (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

O termo antioxidante pode ser definido como uma familia heterogénea de moléculas
enddgenas ou oriundas da dieta, que, quando em baixas concentra¢cdes, diminuem ou
impedem os efeitos adversos das espécies reativas sobre a fungdo fisioldgica normal do
organismo (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009). Essas substancias exercem o seu efeito
inibitério contra os processos de oxidacdo através de diferentes mecanismos, sendo
amplamente classificados como antioxidantes primarios e secundarios. Os antioxidantes
primarios inibem a reacdo em cadeia da oxidacdo através da doacdo de elétrons e/ou
hidrogénios, gerando espécies mais estaveis. Enquanto que, os secundarios suprimem a agédo
de promotores de oxidacdo, que incluem ions metalicos, enzimas pro-oxidantes e outros
oxidantes exdgenos (SHAHIDI; ZHONG, 2015). A partir dessas assertivas, € possivel inferir
que, investigacdes mais apropriadas a respeito do papel dos antioxidantes na prevencéo de
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doencas estdo baseadas na quantificacdo e na avaliacdo in vivo de substancias fitoquimicas
presentes nos produtos de origem vegetal (PELLEGRINI et al., 2006).

Nos ultimos anos, tém-se investigado os efeitos antioxidantes dos produtos naturais
em relacdo as enfermidades, principalmente nos paises desenvolvidos do ocidente. Tanto
6leos essenciais como componentes ndo volateis (extratos), obtidos de plantas sdo estudados
quanto a avaliacdo do seu potencial antioxidante, demonstrando alta eficiéncia (MORAIS et
al., 2009). Alem disso, subprodutos da indudstria alimenticia tém sido explorados para seu uso
potencial como antioxidante, tendo em vista que a substituicdo de antioxidantes sintéticos por
naturais pode apresentar vantagens devido a implicacfes na area de salde (auséncia de
toxicidade) e na funcionalidade (facilidade na elaboracdo de formulacGes). Beneficios
também sdo observados quanto ao aspecto conservacionista, onde residuos organicos (cascas
e sementes, fontes naturais de antioxidantes, por exemplo) gerados pelas industrias podem ser
reaproveitados, evitando assim o desperdicio de alimentos e a contaminacdo do ambiente
(OLIVEIRA et al., 2009).

O estudo do poder antioxidante e a determinacdo dos ativos responsaveis por essa
atividade sdo Uteis para avaliacdo da eficacia e controle de qualidade dos produtos naturais,
requerendo diferentes métodos analiticos, isto é, métodos colorimétricos, bioldgicos e
eletroquimicos, entre outros métodos instrumentais. Essas metodologias diferem,
fundamentalmente, no mecanismo de geracdo de radicais livres e/ou moléculas alvo e na
maneira em que os produtos finais sdo mensurados (RAMADAN; KROH; MOERSEL, 2003).
No caso de extratos vegetais, assim como outros produtos de composicdo heterogénea, as
variedades de interagdes quimicas aumentam a complexidade desses sistemas. Por exemplo, a
determinacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais brutos ou parcialmente
purificados é geralmente associada a composicdo de compostos fendlicos totais (REIS et al.,
2009).

2.3 Compostos fendlicos: definicéo e classificacao

Antioxidantes de origem fenolica estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
constituem um dos mais importantes grupos de metabdlitos secundarios das plantas. Do ponto
de vista quimico, possuem pelo menos um anel aromatico contendo um ou mais substituintes
hidroxilicos. O termo polifenodis refere-se aqueles com mais de um anel fenolico
(ANTOLOVIC et al., 2002; ROLEIRA et al., 2015).
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Nos vegetais, os compostos fendlicos séo de vital importancia para sua interagdo com
0 meio ambiente, combate ao estresse oxidativo intracelular, regulacdo de crescimento e
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra a radiacdo ultravioleta, virus, bactérias,
fungos, insetos e herbivoros (BOUDET, 2007; KUMAR; PANDEY, 2013). Essas
substancias, devido aos seus multiplos efeitos bioldgicos, tais como antioxidante, anti-
inflamatorio, hipolipidémico e anticancerigeno, tém contribuido significativamente para a
saude humana (TRABELSI et al., 2013). Por conta disso, é conveniente ter conhecimento
acerca dos compostos fendlicos consumidos pelos seres humanos. As principais classes de
compostos fendlicos compreendem os acidos fenolicos, os polifendis, nos quais se destacam
os flavonoides e, menos comumente, os estilbenos, as lignanas e outros fendlicos de estrutura
complexa (KARAKAYA, 2004) (Figura 2).

Figura 2 —Classificacdo dos compostos fenolicos presentes na dieta humana com destaque
para seus esqueletos carbonados
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Fonte: Adaptado de Karakaya (2004)

Os éacidos fendlicos possuem um grupo funcional carboxila e sdo divididos em duas
classes: o0s acidos hidroxibenzoicos e os hidroxicinamicos (Figura 3). Os primeiros
apresentam estrutura C¢—C; € sdo menos abundantes nos vegetais consumidos pelo homem.
Exemplos dessa classe compreendem os acidos salicilico, galico e siringico. Os acidos

hidroxicinamicos contém estrutura do tipo C¢—C3, sendo considerados derivados hidroxilados
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do &cido cindmico. Estdo presentes em varios alimentos e bebidas de origem vegetal, como
macd, café e erva mate. Exemplos de compostos hidroxicindmicos s&o os &cidos cafeico, p-
cumarico, feralico e sindpico (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

Figura 3-Estrutura geral dos acidos fendlicos: (A) acidos hidroxibenzoicos e (B) acidos
hidroxicindmicos
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Fonte: Pereira (2014)

Os flavonoides tém uma estrutura Cg-C3-Cs composta por dois anéis aromaticos
ligados através de uma cadeia de trés carbonos, normalmente organizada como um heterociclo
oxigenado chamado pirano. Podem ser divididos em vérias subfamilias de acordo com o grau
de oxidacdo do pirano, sendo flavanois, flavanonas, flavonas, flavondis (essencialmente
flavan-3-0is), isoflavonas e antocianidinas, as mais relevantes para dietas humanas (Figura
4).As fontes mais ricas em flavonoides séo cebolas (até 1,2 g/kg de peso fresco), couve, alho-
poro, brocolis e mirtilos (MANACH et al.,, 2004).Em certos casos, a polimerizacdo de
unidades fendlicas pode ocorrer em vegetais, dando origem a subclasse dos taninos, que por
sua vez, sao classificados em dois grupos, hidrolisdveis e condensados. Os taninos
hidrolisaveis sdo polimeros facilmente lisados por acidos e bases nos seus componentes: um
nacleo central constituido por um poliol (um acucar, geralmente D-glucose) e um &cido
fendlico. Ja os taninos condensados, também chamados de proantocianidinas, contemplam
oligbmeros e polimeros de catequinas, um tipo de flavonoide. Alimentos ricos em taninos
provocam sensacOes gustativas de adstringéncia resultantes de interagdo com proteinas
presentes na saliva (AMAROWICZ, 2004).
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Figura 4—Estrutura bésica das diversas familias de flavonoidescom baseno grau de oxidacdo
do anel pirano
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Fonte: Pereira (2014)

Dentre os outros compostos fendlicos encontrados em produtos vegetais, estilbenos e
lignanas vém ganhando atencdo devido as acdes bioldgicas propostas em animais (Figura 5).
Os estilbenos tem estrutura do tipo Cs-C»-Cg, consistindo em dois anéis aromaticos ligados
através de uma ponte de dois carbonos com uma ligacdo dupla. O composto original dessa
familia é o resveratrol, encontrado em uvas e vinhos (FRAGA et al., 2010). Lignanas sdo

fitoquimicos formados por 2 unidades de fenilpropano, com estrutura (Cs—Cs).. A fonte
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alimentar mais rica é a linhaca, que contém secoisolariciresinol (até 3,7 g/kg de peso seco)
(MANACH et al., 2004).

Figura 5-Estrutura geral de outros compostos fendlicos encontrados nas dietas humanas: (A)
estilbenos e (B) lignanas
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Fonte: Adaptado de Craft et al (2012)

Duas vias biossintéticas diferentes podem formar compostos fendlicos: (1) via do
acido chiquimico que produz é&cidos fendlicos e suas formas poliméricas, 0s taninos
hidrolisaveis e; (2) via do &cido acético, que mediante inser¢do do acido cumarico gerado pela
via do acido chiquimico, € capaz de prover flavonoides, taninos condensados e compostos de
estruturas mais complexas. Essasrotas biogenéticas possuem como precursor primario a
glucose, carboidrato oriundo da fixagdo do gas carbdnico atmosférico através da
fotossintese(Figura 6). Compostos fendlicos estdo, geralmente, localizados nos vacuolos das
células vegetais e podem ocorrer tanto na forma livre, chamada de aglicona, quanto na forma

ligada a outras substancias, como a glucose (CHEYNIER et al., 2013).
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Figura 6-Principais vias de ramificacdo na biossintese de compostos fendlicos em vegetais
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Fonte: Elaborado pelo autor

Compostos fenolicos apresentam-se geralmente como solidos brancos, embora a
conjugacéo eletronica de alguns flavonoides possa resultar em alguns com coloragéo amarela
ou até mesmo vermelha, como no caso das antocianinas. Fendlicos de baixa massa molecular
sdo volateis e muitas vezes possuem aromas caracteristicos, tais como a vanilina e o eugenol.
Quanto a polaridade, certos compostos fenolicos podem ser muito hidrofilicos (glicosideos de
acidos hidroxicinamicos, por exemplo), todavia outros aparentam ser bastante hidrofébicos
(flavonoides polimetoxilados, por exemplo) (CHEYNIER et al., 2013).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo antioxidante dos
compostos fendlicos em animais. Esses fitoquimicos sdo altamente eficientes na quebra de
reacOes em cadeia de radicais livres. Caracteristicas quimicas compartilhadas pela maioria dos
compostos fendlicos sdo responsaveis pela sua eficiéncia na reacao antioxidante: a) 0s grupos

fendlicos séo prontamente ionizados e atuam como &cidos fracos, sendo capazes de estabilizar
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os radicais livres através da doacdo de um elétron e/ou hidrogénio, consequentemente, as
estruturas aromaticas resultantes ndo séo reativas, pois se estabilizam por ressonancia e; b) 0s
grupos hidroxila e carbonila presentes nos compostos fendlicos sdo centros de elevada
afinidade para ions metalicos, atuando assim como quelantes de metais de transicdo (FRAGA
et al., 2010) (Figura7).

Figura 7 —Caracteristicas estruturais definem a acéo antioxidante dos compostos fendlicos. As
areas destacadas definem os dois critérios para a atividade antioxidante: grupos fendlicos séo
capazes de estabilizar os radicais livres (fig. esquerda) e os grupos hidroxila e carbonila sao
centros de elevada afinidade para ions metalicos (fig. direita)
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Fonte: Fraga et al (2010)

2.4 Bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fendlicos

Estudos in vitrotétm demonstrado que os compostos fenolicos sdo de consideravel
importancia devido as suas diversas atividades bioldgicas, dentre as quais se destaca a
antioxidante. No entanto, a quantidade total dessas moléculas presentes nos alimentos nao
reflete necessariamente a quantidade absorvida e metabolizada pelo organismo. Na realidade,
0s testes in vitro sdo essenciais para elucidar o mecanismo de agdo antioxidante, porém, para
gue possuam credibilidade é essencial que esses compostos bioativos estejam presentes em
concentrag0es fisiologicas relevantes no plasma. Além disso, as concentragdes que atingem os
tecidos alvos sdo muito baixas quando comparadas com as utilizadas em ensaios in vitro.
Portanto, a possivel eficacia dos compostos fenolicosno corpo humano é grandemente
determinada pela sua bioacessibilidade e biodisponibilidade (HOLST; WILLIAMSON, 2004;
PIMPAO et al., 2015).
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A bioacessibilidade pode ser definida como a fragcdo de um composto que é liberada, a
partir de uma matriz alimentar, no limen gastrointestinal e que se torna potencialmente
disponivel para absor¢io (PAUSTENBACH, 2000; FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-
LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009) (Figura 8). Sendo assim, a bioacessibilidade depende de
uma série de parametros, incluindo a concentracdo inicial da substancia na matriz alimentar e
a composicdo dessa matriz, além das caracteristicas fisico-quimicas dos fluidos
gastrointestinais e a presenca de enzimas digestivas (TAGLIAZUCCHI et al., 2010).Estudos
de bioacessibilidade in vitro sdo importantes para estimar o impacto da digestdo
gastrointestinal e das matrizes alimentares nas mensuragcbes subsequentes da
biodisponibilidade dos compostos fenolicos (HELAL et al., 2014).

Figura 8 — Bioacessibilidade de compostos fendlicos.A porcdo bioacessivel diz respeitoa
fracdo que € liberada a partir de uma matriz alimentar no limen gastrointestinal e que se torna
disponivel para absor¢édo
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Fonte: Elaborado pelo autor

A biodisponibilidade compreendea fracdo de uma substancia na sua forma original ou
metabolizada que é absorvida pelo trato gastrointestinal e atinge a circulacdo sistémica,
tornando-se disponivel para armazenamento ou utilizagdo por 6rgdos e tecidos alvos em
fungdes metabolicas(CARBONELL-CAPELLA et al., 2014; MARTINS; BARROS;
FERREIRA, 2016). Em vista disso, a biodisponibilidade dos compostos fendlicos néo

depende apenas de sua estrutura quimica, mas também de outros fatores, tais como a sua
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liberacdo da matriz alimentar durante a digestdo gastrointestinal, absorcdo celular,
metabolismo, eliminacdo e ainda o seu transporte pelo sistema circulatério (BLANCAS-
BENITEZ et al., 2015).

Apesar de muitas vezes os termos biodisponibilidade e bioacessibilidade serem
empregados indistintamente, € importante salientar a diferenca entre 0s mesmos. Nem todo o
contetdo de um determinado composto é liberado no trato gastrointestinal durante a digest&o,
apenas uma fracdo € bioacessivel. Desse total considerado bioacessivel, apenas uma porcéo
sera de fato absorvida pelo organismo para utilizacdo, isto é, somente essa Ultima por¢édo
compreenderd o contetdo biodisponivel do composto, ou seja, sua biodisponibilidade
(SCHULZ, 2015).

Publicagdes envolvendo biodisponibilidade tiveram um aumento linear nos Gltimos 30
anos. No entanto, o numero de trabalhos com biodisponibilidade associada as substancias
fendlicas € ainda pequeno em comparacdo com o0 numero de publicacdes sobre tais
compostos(Figura 9). Esse tema tem despertado grande interesse, principalmente, para os
pesquisadores no campo da nutricdo e farmacologia. Dentro desse contexto, as classes de
compostos fendlicos mais estudadas compreendem &cidos fenolicos e flavonoides -
substancias comumente encontradas nos alimentos e preparagdes medicinais (SOUZA,
CASANOVA; COSTA, 2015).

Figura 9 — Numero de estudos na base de dados Scopus encontrado para as palavras-chave
“compostos fendlicos e biodisponibilidade™ em marco de 2015
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Fonte: Adaptado de Souza, Casanova e Costa (2015)
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A bioacessibilidade e a biodisponibilidade dos compostos fendlicos costumam ser
verificadas a partir de duas diferentes abordagens analiticas: estudos in vivo ou in vitro(Figura
10).

Figura 10 — Principais metodologias utilizadas na avaliagdo da bioacessibilidade e
biodisponibilidade de compostos fenolicos

Avaliagao da Bioacessibilidade e Biodisponibilidade
de Compostos Fenolicos

/\

Invitro Invivo
- Digestao gastrointestinal simulada - Estudo de balanco de massa
- Cultura de células Caco-2 - Capacidade antioxidante total de fluidos biologicos
- Concentragdes plasmaticas e urinarias de metabalitos

|

Animais
Seres humanos

Fonte: Elaborado pelo autor

Os testes in vivopodem ser baseados em estudos de balangco de massa que determinam
a quantidade de uma substéncia absorvida através da diferenca entre as quantidades ingeridas
e as quantidades excretadas. Uma evidéncia indireta da absor¢do dos compostos fenolicos
pelo intestino corresponde ao aumento da capacidade antioxidante total (CAT) do plasma, da
urina e de outros fluidos biolégicos ap6s o consumo de alimentos que contém essas
substancias. Contudo, estimativas mais precisas podem ser obtidas pela determinacdo das
concentracdes plasmatica e urinaria de metabolitos apds a ingestdo de fenolicos puros ou de
géneros alimenticios, sabidamente fontes do composto de interesse. Essas estratégias utilizam
sujeitos experimentais tanto humanos quanto animais (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000;
FERRARI, 2010).

Macacos sdo a escolha ideal para estudos in vivo devido a sua estreita relagdo com o
homem, porém aspectos éticos sdo bastante relevantes eo custo associado é proibitivo. Os
roedores tém sido os modelos animais mais utilizados. No entanto, o tamanho de ratos e
camundongos, além de alguns aspectos fisiologicos e metabdlicos, torna a extrapolagdo para
0s seres humanos mais duvidosa. O porcoé considerado o animal mais aceito pela

comunidade cientifica, dada a notavel semelhanca fisiologica entre suinos e seres humanos.
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Em relacdo ao uso de humanos, razdes éticas proibem quase que totalmente a realizacdo de
estudos dessa magnitude. Na realidade, essas abordagens, aplicadas em modelos animais
experimentais ou em humanos, sio complexas e caras (FERNANDEZ-GARCIA;
CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009; CARDOSO et al., 2015).

Em contrapartida, os estudos in vitroestdo entre os mais requeridos por serem mais
simples, rapidos e de custos moderados, apresentando-se como uma alternativa a estudos com
humanos ou animais. Por exemplo, modelos de digestdoin vitro baseados na fisiologia
humana sdo amplamente utilizados para estudar as alteracdes estruturais, digestibilidade e
liberagdo de compostos fendlicos dos alimentos sob condigBes gastrointestinais simuladas
(HUR et al., 2011). Adicionalmente, culturas de células epiteliais de adenocarcinoma
colorretal humano (Caco-2) sdo utilizadas para mimetizar a barreira intestinal. Embora as
células Caco-2 sejam as mais utilizadas, outras linhagens celulares sdo sugeridas para a
simulacdo de absorcéo pela mucosa intestinal (TENORE et al., 2013).

O trato gastrointestinal pode ser considerado como um extrator onde tanto a acgao
mecanica como as a¢fes quimica e enzimatica contribuem para a extracdo de compostos
fenolicos de matrizes solidas. Por conta disso, para que os resultados dos estudos in vitro, com
foco na digestdo simulada, sejam semelhantes aqueles obtidos na digestdo in vivo, condi¢des
como a composicdo quimica dos fluidos digestivos, o pH e tempo de permanéncia tipico em
cada compartimento devem ser iguais ou semelhantes as do sistema digestivo humano. Por
exemplo, os sais biliares e as enzimas pancreatina, pepsina, tripsina, quimotripsina, a-amilase
e lipase sdo comumente empregados nos processos in vitro; além disso, a temperatura de 37
°C e o0 tempo de 2 horas para cada compartimento digestivo sdo predominantemente
empregados (TAGLIAZUCCHI et al., 2010; HUR et al., 2011).

O efeito da digestdo sobre as classes decompostos fendlicos é diferenciado, o qual
parece ser dependente dascondicGes de digestdo e tempo, apesar dealguns estudos sugerirem
que compostos fenodlicos normalmente sdo estaveis em condi¢des gastricas. No ambiente
intestinal, a bioacessibilidade eestabilidade dos compostos fenolicos apresentam grande
dependéncia dopH do meio.A classe de compostos mais relatada como resistente ascondi¢es
de digestdo duodenal séo os flavonoides, com excecdo das antocianinas (ALMINGER et al.,
2014). Contudo, a eficiéncia antioxidante dos compostos fenolicos é afetada a partir da
interacdo desses com proteinas, enzimas digestivas, carboidratos, lipidios além de outros
constituintes da matriz alimentar (SWIECA et al., 2013).

A biodisponibilidade de compostos fenolicos, assim como sua bioacessibilidade, €

varidvel. Sua estrutura quimica € determinante no grau de absorcdo intestinal e também nos
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metabolitos gerados. E sabido que moléculas menores como &cidos fendlicos e alguns
flavonoides, tais como isoflavonas, catequinas, flavonas e glicosideos de quercetina, sdo
facilmente absorvidos pela mucosa intestinal. Entretanto, os mecanismos deabsor¢édo
intestinal ndo sdo claramenteconhecidos, porém grande parte dos compostos que sédo
absorvidosparecem apresentar caracteristicas hidrofilicas as quaispermitem o seu transporte
por difusdo passiva, mas também transportadores de membrana podem estar envolvidos
(COZZOLINO, 2009).

O metabolismo dos compostos fenolicos ocorre através de uma via comum. Grande
parte desses fitoquimicos esta presente na alimentagdo sob a forma de ésteres, glicosideos ou
polimeros que ndo sdo absorvidos na sua forma nativa. Em virtude disso, necessitam ser
hidrolisados por enzimas intestinais ou pela microbiota do colon antes de serem absorvidos.
Quando essa ultima esta envolvida, a eficiéncia de absorcdo € frequentemente reduzida, pois
as enzimas da microbiota também degradam as agliconas produzindo diversos acidos
aromaticos simples. Depois de absorvidos, os compostos fenolicos sdo metabolizados, no
intestino delgado e no figado, sofrendo, principalmente metilacdo, sulfatacdo e
glucuronidacdo. Os metabolitos formados sdo capazes de penetrar nos tecidos, mas a sua
capacidade de se acumular no interior de tecidos-alvo especificos ainda necessita de mais
investigagcBes. De maneira geral, os compostos fenolicos e seus derivados sdo eliminados
principalmente na urina e bile (MANACH et al., 2004; PEREIRA, 2014).Um esquema
proposto para 0 metabolismo dos compostos fendlicos em humanos € ilustrado a seguir
(Figura 11).
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Figura 11 — Metabolismo de compostos fenolicos no sistema digestivo humano
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Fonte: Adaptado de Santos et al (2014)
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Com base nas informacBes supracitadas, a atribuicdo inequivoca de atividade
antioxidante em sistemas bioldgicos, mesmo que detectada in vivo, a compostos isolados e
identificados de alimentos, extratos vegetais ou prepara¢fes medicinais ndo é facil, pois

varios fatores devem ser avaliados.

2.5 Triplaris gardneriana Wedd

A familia Polygonaceae compreende 51 géneros, com aproximadamente 1.100
espécies vegetais distribuidas nas regides temperadas e tropicais (MACEDO et al., 2016). No
Brasil, dentre os 7 géneros de ocorréncia natural, destaca-se a espécieTriplaris gardneriana
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Wedd, arborea conhecida popularmente na Regido Nordeste como “pajeli, “coagu”,
“novateiro” ou “pau-formiga”. Estd presente nos biomas Caatinga e Pantanal; onde no
primeiro é encontrada no Estado do Ceara e nas proximidades do vale do Rio S&o Francisco,
que se estende de MinasGerais até Pernambuco, enquanto que no ultimo, localiza-se nas
vérzeas inundaveis e encostas Gmidas mato-grossenses (ARAUJO, 2009; MACEDO, 2015).

T. gardneriana é uma planta dioica e caducifélia, capaz de alcancar até 15 metros de
altura. Apresenta tronco tortuoso, ramificado e descamante, além de folhas oval-lanceoaladas
a elipticas de aspecto coriaceo, que Ihe conferem potencial de utilizacdo em varias areas,
desde madeireira, de arborizacdo urbana até medicinal. Suas inflorescéncias sdo paniculadas e
mudam de cor durante os estadgios de maturacdo dos frutos. Esses, por sua vez, sdo secos €
apresentam apenas uma semente brilhosa de coloracdo marrom-caramelada, facilmente
disseminada pelo vento(Figura 12). Essa espécie floresce durante os meses de julho e agosto,
enquanto que os frutos amadurecem logo em seguida, no més de setembro (MELO, 2000;
LUCENA et al., 2007).
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Figura 12 — Fotografias de Triplaris gardneriana Wedd. A: planta adulta; B: folhas e
inflorescéncias — flores femininas (ramo do lado esquerdo) e masculinas (ramo do lado
direito); C: frutos; D: sementes

Fonte:

-

Elaborado pelo autor com base nas fotografias de (A), (C) e (D) Projeto Verde (2016)e (B)
Lorenzi (2002)

Na pratica popular, sdo referidas inimeras propriedades terapéuticas a T. gardneriana,
dentre as quais, anti-inflamatdria, gastroprotetora e hipolipidémica (ROQUE; ROCHA,;
LOIOLA, 2010; SILVA et al., 2010). Os demais usos etnomedicinais séo listados a seguir
(Tabela 1). Particularmente, aos extratos aquosos e etandlicos das cascas do caule sdo
atribuidos a atividade moluscicida (ROUQUAYROI, 1984), enquanto que, para o extrato
etandlico das sementes dessa espécie, a literatura relata as agBes antibacteriana,
anticolinesterasica e antioxidante (FARIAS et al., 2013). Outras atividades bioldgicas e

farmacoldgicas associadas a T. gardneriana estdo descritas abaixo (Tabela 2).



Tabela 1 — Propriedades terapéuticas atribuidas a utilizacdo de Triplaris gardneriana Wedd

Material ) o Referéncia
. Preparacao Uso etnomedicinal o
botéanico bibliografica
Cozimento, Indicados para tratamento de )
Casca do caule, y _ _ Araujo
_ decoccéo e banho gonorreia, leucorreia,
raiz e folhas (2009)

Casca do caule

Folhas

Casca do caule

Casca do caule

de assento

Xarope e infusdo

Infusdo

Cha e lambedor

Decocgéo

hemorroidas, tosse e bronquite

Tratamento de gastrite e Ulceras

Hipolipidémico e anorexigeno

Combate ao cancer, gastrite,
Ulceras, azia, tosse, gripe, dores

e reumatismo

Indicada para tratamento de
gonorreia, leucorreia e

inflamac&o de 6rgéos internos

Roque; Rocha;
Loiola
(2010)

Silva et al.
(2010)

Pereira Junior
et al.
(2014)

Macédo et al.
(2015)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 2 — Atividades biologicas e farmacoldgicas encontradas na literatura para Triplaris

Material < . : . Referéncia
botANIco Preparacao Atividade investigada bibliografica

gardneriana Wedd
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Toxicidade aguda em camundongos
Toxicidade aguda em peixe
Lebistes reticulatus
Casca do Efeito depressor sobre a respiracdo Barros et al.
Extrato aquoso « .
caule e pressdo sanguinea de gatos (1970)
Efeito estimulante sobre o coragéo
de sapos
Ocitocica sobre Utero de ratas

Extrato aquoso Moluscicida
Extrato etandlico Biomphalaria glabrata
(99%) B. straminea

Rouquayrol
(1984)

Casca do
caule

Antioxidante
Antiocolinesterasica
Extrato etandlico Antimicrobiana Farias et al
(99%) Bacillus subtilis (2013)
Salmonella choleraesuis
Staphylococcus aureus

Sementes

Extrato
hidroalcodlico
(70%)

Antimicrobiana Teixeira
Streptococcus oralis (2014)

Casca do
caule

Antioxidante
Fotoprotetora
Antimicrobiana
B. cereus

Extrato etandlico Escherichia coli Macédo

0 S. choleraesuis
(95%) Serratia marcescens (2015)

S. aureus

S. aureus resistente a
meticilina (MRSA)
Shigella flexneri

Folhas

Antimicrobiana
) _ Enterococcus faecalis Macédo et al.
Oleos fixos S. aureus
MRSA (2016)
S. epidermidis

Folhas e
sementes

Fonte: Elaborado pelo autor

Em relagdo a composi¢cdo quimica, T. gardneriana possui como principais
constituintes quimicos ligninas, flavonoides glicosilados e derivados terpenoides (DE
PAULA, 1993; LORENZI, 2002). Estudo fitoquimico com extratos da madeira apontou a

presenca de hidrocarboneto alifatico, sitosterol e ésteres do acido ferdlico (BRAZ FILHO;
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RODRIGUES, 1974). Além disso, foram identificados glicosideos de quercetina e miricetina
no extrato etandlico das folhas por LC-MS (MACEDO et al., 2015). A caracteriza¢o quimica
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) de 6leos fixos das
folhas e sementes de T. gardneriana destacou como constituintes majoritarios os ésteres

palmitato de metila e 10-octadecenoato de metila, respectivamente (MACEDO et al., 2016).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral



43

Avaliar a bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fendlicos presentes

noextrato etanodlico de sementes de Triplaris gardneriana.

3.2 Obijetivos Especificos

4

Preparar 0 extrato etandlico das sementes de T. gardneriana (EETQ) e calcular seu
rendimento;

Realizar a caracterizagdo fitoquimicaquali- e quantitativa de EETg através de técnicas
fotocolorimétricas e cromatograficas;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro de EETg por diferentes metodologias (DPPH,
FRAP, ABTS "e TBARS);

Estimar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes em EETg apds a
execucdo de teste de digestéo in vitro;

Investigar a biodisponibilidade indireta dos compostos fendlicos presentes em EETg a
partir da determinacdo da capacidade antioxidante total e identificacdo de metabdlitos
em fluidos bioldgicos obtidos ap6s a administracdo oral do extrato de T. gardneriana

em roedores.

MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes
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Acido galico, sulfato ferroso heptahidratado, cloreto férrico hexahidratado e cloreto de
aluminio foram comprados da Merck (Darmstadt, Germany). 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin)-6-acido sulfonico (ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 6-hidrdxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico(Trolox), 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ),
quercetina, catequina, reagente Folin-Ciocalteu, pepsina (EC 3.4.23.1), pancreatina (EC
232.468.9) e extrato de bile (EC 232.369.0) foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St.

Louis, USA). Todos os demais reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.

4.2 Animais

Foram utilizados um total de 24 ratos machos albinos Wistar (Rattus norvegicus),
convencionais, adquiridos com trés semanas de idade do Biotério Central da UFC (BIOCEN-
UFC). Os animais foram alojados no Biotério Experimental do Laboratério de Bioprospecgéao
de Recursos Regionais, Departamento de Biologia da UFC, em condicGes de temperatura de
23,0 + 2,0 °C, fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro e umidade do ar de 45-55%. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno com substrato de raspa de pinho (Biotécnicas, Sdo
Paulo, Brasil), racdo balanceada (Biobase, Biotécnicas, Sdo Paulo, Brasil) e agua ad libitum
até atingirem o peso médio aproximado de 250 g para inicio dos testes. Esse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara
(CEUA/UFC) sob o registro n° 96/2015, obedecendo a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008

(Lei Arouca), que regula o uso de animais em pesquisas cientificas.

4.3 Desenho experimental

Para melhor compreensdo do tema abordado, o presente estudo teve seu desenho
experimental dividido em quatro etapas: (1) coleta e preparacdo do extrato; (2) ensaios de
atividade antioxidante; (3) bioacessibilidade de compostos fenolicos in vitro e (4)

biodisponibilidade de compostos fendlicos in vivo, conforme o esquema abaixo (Figura 13).

Figura 13 — Atividades previstas para o desenvolvimento do estudo subdivididas em quatro
etapas. UPLC-QTOF: cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a sistema de
quadrupolo/tempo de voo — ultra-performance liquid chromatography quadrupole time of
flight; DPPH: radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; ABTS™: radical 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin)-6-acido sulfénico; FRAP: poder antioxidante de redugdo do ferro — ferric
reducing antioxidant power; TBARS: ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico -
thiobarbituric acid reactive substances assay
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4.4 Coleta e preparacgdo do extrato

Sementes de T. gardneriana foram coletadas na cidade de Tamboril, interior do Estado
do Ceara, em Marco de 2013 (Figura 14). O taxonomista Dr. Edson de Paula Nunes
confirmou a identidade da planta e um voucher com numero EAC39600 foi depositado no

Herbério Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (Campus do Pici, Fortaleza).
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Figura 14 — Mapa ilustrativo da localizacdo da cidade de Tamboril em relagdo ao Estado do
Ceard (acima) e ao Brasil (abaixo)

Fonte: IBGE (2016)

As sementes foram levadasao Laboratorio de Bioprospeccdo de Recursos Regionais,
Departamento de Biologia da UFC, onde foram selecionadas aquelas livres de insetos e danos
macroscopicos e, em seguida, desidratadas em estufa a 50 °C até obtencdo de peso
constante.Posteriormente, foram moidas em moinho de café (Cadence, lItajai, Brasil) até
obtencdo de um pé fino (tamanho das particulas < 1,0 mm). Esse, por sua vez, foi utilizado
para a preparacdo do extrato das sementes de T. gardneriana (EETg), conforme protocolo
descrito por Farias et al (2013).Brevemente, o material pulverizado foi submetido a extragédo
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com etanol a 99% (1:2 m/v) a temperatura ambiente (25-27 °C) por 3 dias. O sobrenadante foi
removido e filtrado através de filtros de papel (Whatman n°1). Apos isso, a amostra em po
inicial foi submetida a mais duas extracbes nas mesmas condi¢cdes. As solucbes extrativas
resultantes foram misturadas e, em seguida, concentradas sob presséo reduzida em evaporador
rotativo (TE-210 Tecnal Piracicaba, Brasil)até a eliminagdo completa do solvente. Depois
disso, o extrato obtido foiacondicionado em frasco &mbar e armazenado em freezer a - 20 °C.
O rendimento de EETg foi calculado pela expresséo:

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa das sementes pulverizadas) x 100

4.4.1 Prospecgao fitoquimica

EETg foi submetido a um“screening” fitoquimico preliminar para deteccdo das
principais classes de metabdlitos secundarios por meio de reagdes quimicas que resultam no
desenvolvimento de cor e/ou precipitado distintivo para cada classe de substancia (MATOS,
1997). Residuos do extrato foram ressuspendidos com solventes adequados para o teste de
fendis e taninos (reacdo com cloreto férrico); saponinas (teste de espuma); triterpenoides e
esteroides (teste de Liebermann-Burchard); diferentes subclasses de flavonoides (testes de
variacdo de pH com hidroxido de sdédio e acido sulfurico) e alcaloides (reacdo com reagente

de Dragendorff). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.4.2 Determinagdo de polifenois totais

A concentracdo de fendis totais foi determinada através da reacdo de 50 puL de EETg
com 50 pL do reagente Folin-Ciocalteu na concentracdo de 10%, seguido da adicdo de 100
uL de carbonato de sédio a 7,5%. A mistura reacional foi incubada a 45 °C por um periodo de
15 min, e o valor de absorbancia mensurado a 700 nm em espectrofotometro (Epoch, Take 3
module, BioTek, Winooski, EUA). O acido galico foi utilizado como padrdo de comparacéo
de compostos fendlicos (SINGLETON et al., 1999). O teste foi feito em triplicata e os
resultados expressos em microgramas de equivalente de &acido galico por miligrama de

amostra.

4.4.3 Determinacao de flavonoides totais
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O método do cloreto de aluminio foi utilizado para determinar o conteldo de
flavonoides na amostra (FUNARI; FERRO, 2006).Quercetina foi usada para fazer a curva de
calibracdo. De forma breve, 10 mg de quercetina foram dissolvidos em etanol e depois
diluidos (15,625 — 500 pug/mL).Em seguida, 0,5 mL das solugdes diluidas foram misturados
separadamente com 250 pL de cloreto de aluminio a 2,5% e 500 pL de etanol. Apo6s
incubagdo a temperatura ambiente por 30 min, o valor de absorbancia da mistura reacional foi
medido a 415 nm em espectrofotometro(Biospectro SP-220, Curitiba, Brasil). O cloreto de
aluminio foi substituido pela mesma quantidade de agua destilada para constituir o branco do
ensaio.Da mesma forma, 0,5 mL de amostra foi colocado para reagir com cloreto de aluminio
a 2,5% como descrito acima. Os resultados foram expressos em microgramas de equivalente

de quercetina por miligrama de amostra.Todas as analises foram feitas em triplicata.

4.4.4 ldentificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de ultraeficiéncia

acoplada a sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF)

A identificagdo dos compostos fendlicos presentes em EETg foi realizada em sistema
Acquity UPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF) (Waters
Corporation, Milford, EUA), gentilmente cedido pelo Laboratério de Quimica e Produtos
Naturais, Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, Ceard).

As corridas cromatograficas foram realizadas em coluna Waters Acquity UPLC BEH
(150 x 2,1 mm; 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fases moveis agua com 0,1% de &cido
formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B
(15 min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5 ul.O modo ESIfoi adquirido na faixa
de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C,
fluxo do gas dessolvatacdo de 500 L/h, cone de extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6
kV. O modo ESI" foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C,
temperatura de dessolvatacdo de 350 °C, fluxo do gés dessolvatagdo de 500 L/h e voltagem do
capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de aquisicéo foi
MSF (espectrometria de massas de alta energia). O instrumento foi controlado pelo software
Masslynx 4.1 (Waters Corporation, Milford, EUA).

45 Ensaios de atividade antioxidante
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45.1 Ensaio do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando o método colorimétrico baseado na
capacidade de neutralizacdo do radical DPPH (FUKUMOTO; MAZZA, 2000, com
adaptacdes). Utilizando placa de microtitulacdo de 96 pocos, 22 uL de amostra diluida em
diferentes concentragdes (7,8 — 500 ug/mL) foram adicionados a 200 pL de solugdo etanolica
de DPPH (150 uM). Como controle negativo, 222 pL de solu¢do de DPPH foram utilizados.
Apds 30 min de reacdo sob abrigo de luz a temperatura ambiente, as leituras de absorbancia
foram feitas a 520 nm em espectrofotdmetro (Epoch, Take 3 module, BioTek, Winooski,
EUA). A atividade antioxidante por esse método foi estimada em concordéancia com a

seguinte formula:
N% =100 x (Abscontrole - Absamostra)/AbScontrole

Onde N% é o percentual de neutralizacdo, AbScontrole € @ absorbancia do controle
negativo; e Abs,mestra € @ absorbancia das amostras. A concentragdo necessaria para neutralizar
50% do radical DPPH (CNsp) foi obtida através de regressdo logistica, representando
graficamente as concentracfes do extrato testadas em fungdo do percentual de neutralizacédo
do DPPH. Acido ascorbico, controle positivo, foi tratado sob as mesmas condicbes da

amostra. Esse procedimento experimental foi realizado em triplicata.

4.5.2 Ensaio do radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-acido sulfénico (ABTS™)

O método baseou-se na capacidade do antioxidante em neutralizar o radical catidnico
ABTS™ (KUSKOSKI et al., 2004, com modificacdes). A solu¢do do radical ABTS™ foi
gerada a partir da reacdo quimica entre 88 UL de persulfato de potassio 140 uM e 5 mL de
solucdo estoque de ABTS 7 mM. Uma vez formado o radical ABTS™, o mesmo foi diluido
em etanol até a obtencdo de uma medida de absorbancia de 0,70 (£ 0,02) a 734 nm, a
temperatura de 30 °C. Os valores de absorbancia foram medidos em espectrofotbmetro
(Biospectro SP-220, Curitiba, Brasil) ap6s 30 min da adigdo de diferentes concentragcdes da
amostra (50 — 1000 pg/mL). Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico)

foi usado para construcdo da curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em
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micromolar de equivalente de Trolox por miligrama de amostra. Toda a anélise foi feita em

triplicata.

4.5.3 Ensaio do poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

O método descrito por Benzie e Strain (1999), com modificac6es, foi utilizado para
determinar a atividade antioxidante baseada na reducdo do ferro. O FRAP mensura a
habilidade de reducdo do ferro por uma amostra em meio &cido (pH 3,6), apresentando
intensa coloragéo azul quando o complexo tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) é reduzido a forma
ferrosa (Fe** TPTZ). O reagente FRAP foi preparado antes da analise, misturando-se 25 mL de
tampédo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solucdo de TPTZ (TPTZ 10 mM em HCI 40
mM), e 2,5 mL de cloreto férrico hexahidratado (20 mM) em solucdo aquosa. Diferentes
concentragfes da amostra (15,625 — 500 pg/mL) foram adicionadas a 270 pL de agua
destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. As misturas foram incubadas em banho-maria (Modelo
304/D, Vargem Grande Paulista, Brasil) a 37 °C por 30 min e, em seguida, tiveram seus
valores de absorbancias lidos a 593 nm em espectrofotdmetro (Biospectro SP-220, Curitiba,
Brasil), usando solu¢do FRAP como branco. A curva de calibracdo foi construida, utilizando-
se diferentes concentracfes de sulfato ferroso heptahidratado. Os resultados foram expressos
como micromolar de equivalente de sulfato ferroso por miligrama de amostra. Esse

procedimento experimental foi realizado em triplicata.

4.5.4 Ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico sdo produtos da peroxidacao lipidica,
sendo detectadas com a utilizagdo do &cido tiobarbitarico (TBA). O malondialdeido (MDA)
constitui um dos varios produtos gerados nesse processo. A producdo de TBARS foi
determinada usando fosfolipidios de gema do ovo de galinha(SABIR; ROCHA, 2008). Esses
foram obtidos a partir de um homogenato da membrana da gema. Em 100 uL de solugéo de
fosfolipidios, foram adicionados 50 pL de diferentes concentragdes da amostra (15,625 — 500
pg/mL) e agua destilada até completar volume de 500 pulL. A mistura foi pré-incubada a 37 °C
por 1 h na presenga ou na auséncia de 14 pL de ferro (75 uM), indutor de peroxidacao

lipidica. Um cromogeno foi formado a partir da adi¢ao de 500 uL de acido acético a 20% (pH
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3,0) e 500 pL de solugdo aquosa de TBA a 0,6% e, logo, incubado a 100 °C em banho-maria
por 1 h. Concomitantemente, uma série de diluicGes de MDA 0,03 mM foi incubada nas
mesmas condi¢cdes para construcdo da curva padrdo. Os valores de absorbancia foram
mensurados a 532 nm em espectrofotometro (Epoch, Take 3 module, BioTek, Winooski,
EUA). Todo o procedimento experimental foi analisado em triplicata.A concentragdo de
amostra necessaria para inibir em 50% a peroxidagdo lipidica (Clsp) foi obtida através de
regressdo logistica, representando graficamente as concentracfes do extrato testadas em
funcdo do percentual de inibicdo da peroxidacdo lipidica (100% - percentual de MDA

formado).

4.6 Bioacessibilidade de compostos fendlicos in vitro

4.6.1 Digestéo gastrointestinal simulada

A digestdo in vitro foi desenvolvida como descrito por Helal et al. (2014) com
modificacdes. Brevemente, sobre 500 mg de amostra foram adicionados 5 mL de fluido
gastrico artificial (pH 2,5; 300 U/mL de pepsina e 2g/L de NaCl). A mistura foi incubada em
banho-maria (Modelo 304/D, Vargem Grande Paulista, Brasil) com agitagéo por 2 h a 37 °C.
Em seguida, o pH foi ajustado para 7,5 com NaHCO3 0,1 M e entdo, 4 mL de fluido intestinal
artificial (0,8 g/L de pancreatina e 5 g/L de extrato de bile) foram adicionados. A mistura foi
novamente incubada por 2 h a 37 °C em banho-maria com agitacdo. O término da reacdo
enzimatica em cada fase ocorreu através do esfriamento da mistura por 10 min em banho de
gelo. Apds a fase intestinal, uma aliquota de 1 mL foi retirada da mistura e imediatamente
acidificada a pH 2,5 para garantir a estabilidade dos compostos fendlicos presentes na
amostra. Depois, 100 puL de metanol foram acrescentados e entdo, a aliquota foi centrifugada
a 10.000 x g por 10 min a 4 °C em centrifuga (Hettich Rotina 380R, Tuttlingen, Alemanha). O
sobrenadante foi filtrado e mantido a - 20 °C até o momento das analises. Digestdo sem
enzimas também foi realizada para distinguir o efeito do ambiente quimico do efeito das
enzimas digestivas. Esse processo foi executado em duplicata e utilizou acido galico e

quercetina como padrfes de comparagéo.
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4.6.2 Quantificacdo e identificacdo de compostos fenolicos apos digestédo

Os sobrenadantes provenientes do final da digestdo in vitro tiveram seus contetidos de
polifendis e flavonoides totais determinados pelos reagentes de Folin-Ciocalteu e cloreto de
aluminio (itens 4.4.2 e 4.4.3), respectivamente. Além disso, para os sobrenadantes de EETg,
esses passaram por analise via UPLC-QTOF (item 4.4.4) para identificagdo dos compostos
fendlicos presentes apds o processo digestivo.

A atividade antioxidante dos sobrenadantes foi monitorada a partir da aplicacdo das

técnicas DPPH e FRAP, comentadas anteriormente nos itens 4.5.1 e 4.5.3, respectivamente.

4.6.3 Indices de bioacessibilidade

Os seguintes indices foram calculados para melhor entendimento da relacdo entre os
compostos fenolicos e sua bioacessibilidade em sistemas bioldgicos:

- Bioacessibilidade de compostos fendlicos (BCF), que indicou a fracdo bioacessivel
de compostos fendlicos provenientes das amostras:

BCF = CFp/CFa x 100, onde CFprepresenta a concentracdo de compostos fendlicos
apos a digestdo in vitro e CFa, a concentracdo de compostos fendlicos antes do processo
digestivo;

- Bioacessibilidade de flavonoides (BF), que representou a fracdo bioacessivel de
flavonoides:

BF = Fp/Fa x 100, onde Fp indicou a concentracdo de flavonoides apds a digestdo in
vitro e Fa, a concentracdo de flavonoides originalmente detectada antes da digestao;

- indice de atividade antioxidante bioacessivel (IAAB), que constituiu um indicativo
da bioacessibilidade de compostos antioxidantes:

IAAB = Ap/Aa x 100, onde Ap correspondeu a atividade antioxidante ap6s a digestao
in vitro e Aa, a atividade antioxidante das amostras antes da submiss@o ao processo digestivo.
IAAB foi determinado individualmente para cada resultado obtido em cada técnica utilizada
para mensuracgdo de atividade antioxidante (DPPH e FRAP, nesse caso).

4.7 Biodisponibilidade de compostos fendlicos in vivo
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4.7.1 Procedimento experimental

A avaliacdo da biodisponibilidade dos compostos fendlicos de EETg foi realizada
conforme a metodologia proposta por Hassimoto, Genovesse e Lajolo (2008), com
modificagdes. Na noite anterior ao experimento, 24 ratos foram pesados e distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos, cada um contendo 4 animais, e mantidos em jejum por 8 horas
com acesso a agua ad libitum. EETg (25 mg de extrato/200 g peso corpéreo) foi dissolvido
em agua e administrado aos animais por gavagem, com excecdo do grupo controle ao qual foi
ofertado somente agua. Apo6s isso, 0s animais foram devolvidos as gaiolas com agua e sem
racdo. Os ratos foram, um grupo por vez, submetidos a eutandsia com ‘overdose’ de halotano
(Halocarbon Laboratories, River Edge, EUA) nos periodos de 1, 2, 4, 6 e 8 h apbs a
administracdo do extrato. O grupo controle foi eutanasiado 30 min apds a administracdo de
agua. Nesse momento, amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa do plexo retro-
orbital utilizando tubos capilares de micro hematocrito heparinizado, sendo transferidas, em
sequida, para tubos Vacutainer® contendo EDTA. O plasma foi separado por centrifugacéo
(3.000 x g, 4 °C, 15 min) e acidificado com acido formico a 5% (1:5). Urina foi coletada na
mesma ocasido através de puncdo suprapubica e centrifugada (1.500g, 20 °C, 5 min), sendo o
sobrenadante acidificado com &cido féormico a 1% (1:1). Todas as amostras bioldgicas foram

armazenadas a -20 °C até o momento das analises.

4.7.2 ldentificacdo de compostos fendlicos e determinacdo da capacidade antioxidante

total em fluidos biolégicos

As amostras de plasma e urina foram filtradas em filtros para seringa Acrodisc® 25
mm x 0,2 um com membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) (PALL Corporation, Ann
Arbor, EUA) para posterior identificacdo dos compostos fendlicos provenientes de EETgQ
através de analise por UPLC-QTOF, conforme descrita no item 4.4.4.

A capacidade antioxidante total (CAT) das amostras de plasma e urina foi avaliada
pelos métodos DPPH e FRAP, anteriormente descritos nos itens 4.5.1 e 4.5.3,

respectivamente.
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4.8 Andlises estatisticas

Os resultados experimentais foram apresentados como médias + desvio padrdo (SD).
Teste t de Student foi usado para comparacdo entre duas medias; analise de variancia simples
(One-way ANOVA) seguida do Teste de Tukey foi aplicada quando multiplas comparacdes
foram requeridas. Uma diferenca considerada estatisticamente significante ocorreu quando p
<0,05.

No ensaio do radical DPPH para as amostras ap6s digestao in vitro (item 4.6.2), os

resultados foram expressos como o percentual de neutralizacdo (N%).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacao fitoquimica

5.1.1 Rendimento e prospeccéo fitoquimica

O extrato etanolico obtido das sementes de Triplaris gardneriana(EETgQ) apresentou
rendimento de 22,25 % (Tabela 3). Esse nimero mostrou-se inferior, porém préximo ao valor
de 26 %, encontrado para o rendimento do extrato seco das sementes de T. gardneriana

determinado por Farias et al (2013).

Tabela 3 — Rendimento do extrato das sementes de Triplarisgardneriana

Massa de sementes

pulverizadas Massa de EETg(g) Ren((:l(:/r;;ento
©
60,98 13,57 22,25

EETg: extrato etanolico das sementes de T. gardneriana.

Através do screening fitoquimico de EETg, detectou-se na semente a ocorréncia de
compostos fendlicos, dentre os quais fenois simples e flavonoides, e também a presenca de

esteroides e alcaloides (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizagdo fitoquimica qualitativa do extrato das sementes de Triplaris
gardneriana
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Teste Fitoquimico EETg
Alcaloides +
Esteroides +

Fenois simples +
Flavonoides +
Saponinas -
Taninos -

Triterpenos -

EETg: extrato etanolico das sementes de T. gardneriana;
+: resultado positivo; -: resultado negativo.

Comparando-se os resultados do presente estudo com a literatura, encontraram-se
concordancias quanto a alguns metabdlitos secundarios detectados em espécies da familia
Polygonaceae. Por exemplo, ao investigar a constituicdo quimica dos 6rgdos vegetativos de
Rumex vesicarius, Mostafa, Elbakry e Eman (2011) constataram a ocorréncia de flavonoides e
alcaloides, aléem da auséncia de saponinas e taninos. Outro trabalho acerca do perfil
fitoquimico das sementes de 3 espécies de trigo-sarraceno (género Fagopyrum) destacou a

presenca de flavonoides, fendis simples e esteroides (JING et al. 2016).

5.1.2 Concentracdo de polifendis e flavonoides totais

Em linhas gerais, EETg mostrou ser uma fonte de polifendis e flavonoides totais
(Tabela 5). Isso pode ser ratificado, em parte, pela ocorréncia tanto de fendis simples como
flavonoides nas sementes de T. gardneriana, conforme salientado pela prospecgédo

fitogquimica realizada no presente trabalho.

Tabela 5 — Polifendis e flavonoides totais do extrato das sementes de Triplaris gardneriana
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FTaVORRES o O

-
AN "REA

Arnarn . A~ AR
EETg: extrato etanolico das sementes de T. gardneriana; acg: equivalentes de acido
galico; querc: equivalentes de quercetina; -
Resultados sdo expressos como média + desvio padréo.

O conteudo total de polifendis mostrou-se inferior ao relatado por Macédo (2015), que
verificou o teor dos mesmos no extrato etandlico das folhas de T. gardneriana. Esse autor cita
ainda o resultado de 376,12 pg de equivalentes de acido galico/mg de extrato. Em relacdo ao
contetdo de flavonoides totais, EETg exibiu um perfil quantitativo superior aquelesde frutos
comestiveis, como a macd (Mallus sp.) com 0,07 pg/mg de fruto (AHERNE; O’BRIEN,
2002), porém inferior ao de outras espécies da familia Polygonaceae, dentre as quais se
destacam as sementes de Calligonum azel e as folhas de Polygonum aviculare cujos extratos
metanolicos apresentaram quantidades de flavonoides de 8,33 ug/mg de extrato (BANNOUR
etal., 2016) e 45,17 pg/mg de extrato (NUGROHO et al., 2014), respectivamente.

5.2 Avaliagéo da atividade antioxidante

O potencial antioxidante de EETg foi estimadoa partir da aplicacdo de diferentes
metodologias in vitro, a saber: neutralizacio dos radicais DPPH e ABTS™, poder de reducio
de fons Fe** (FRAP) e inibicdo da peroxidacdo lipidica através do ensaio das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Tabela 6).
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(CNsg em pg/mL) Tab

Radical ABTS™ b a ela

(UM de Trolox/mg de extrato) 2,63+0,02 2,86+ 0,01 6 —

FRAP b a Ati

(UM de FeSO./mg de extrato) 3,3520,03 3,80£0,04 vid
TBARS d

(Clsp em pg/mL) b ace

173,80 + 2,26 - anti

Sem Ferro 8857 + 11 03° :

Com Ferro e oxi

dan

te do extrato etandlico das sementes de Triplaris gardneriana a partir de diferentes
metodologias

A atividade de neutralizacdo do radical DPPH estd expressa como concentragcdo na qual ocorrem 50% de
neutralizacdo (CNsy);

A atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica (ensaio TBARS) est4 representada como concentracdo onde
ocorrem 50% da inibig&o (Cls);

Resultados s8o expressos como média + desvio padrao;

a,b Diferencas significativas na mesma linha sdo mostradas por diferentes letras (Teste t de Student, p<0,05);

“ Nos ensaios DPPH, ABTS* e FRAP, os padrdes utilizados foramacidoascorbico, quercetina e trolox,
respectivamente;

EETg: extrato etandlico das sementes de T. gardneriana; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS":2,2’-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-acido sulfonico; FRAP: poder antioxidante de reducéo do ferro; TBARS: substancias
reativas ao acido tiobarbitirico; Trolox: 6-hidr6xi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico; FeSO,: sulfato
ferroso

Os ensaios com os radicais DPPH e ABTS'sdo métodos espectrofotométricos
baseados na habilidade da amostra antioxidante de estabiliza-los através da doacdo de prétons
ou transferéncia eletrénica (CRAFT et al., 2012). Em ambos os testes, os padrdes
antioxidantes mostraram-se similares a EETg em relacdo a capacidade de neutralizar
diretamente tais radicais (Tabela 6).

Em relagdo ao ensaio DPPH, EETg obteve resultado de neutralizacdo menos
expressivo aquele descrito para o extrato etandlico das folhas de T. gardneriana (CNsg = 2,27
ng/mL) (MACEDO, 2015), porém mostrou-se superior quando comparado ao valor
encontrado anteriormente para o extrato etanolico das sementes da mesma espécie vegetal
(CNsp = 69,73 pg/mL) (FARIAS et al., 2013). Segundo o teste ABTS™, EETg apresentou
melhor performance de neutralizagdo quando relacionado a polpa do fruto de Coccoloba
uvifera(0,008976 uM deTrolox/mg de polpa), uma espécie da América Tropical pertencente a
mesma familia boténica que T. gardneriana (CAMPOS et al., 2015).

A reacdo quimica visualizada no teste FRAP envolve a redugdo do fon Fe®" a Fe®*
através da doacgdo de elétrons por parte do composto antioxidante (PULIDO; BRAVO;

SAURA-CALIXTO, 2000). Nesse ensaio, por exemplo, ao avaliar a atividade antioxidante do
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extrato metandlico do fruto de Rumex crispus (Polygonaceae), originario da Republica da
Sérvia, Maksimovi¢ et al. (2011)obtiveram o valor de 9,9 pMde FeSO4/mg de extrato,
revelando uma capacidade de transferéncia eletronica maior do que a determinada no presente
trabalho (3,35 £ 0,03 uMde FeSO4/mg de extrato).

O ensaio TBARS quantifica produtos oriundos da decomposicdo oxidativa de acidos
graxos. Esses produtos sdo passiveis de reagir com o &cido tiobarbitdrico, formando
cromoforos que sdo quantificados espectrofotometricamente (CRAFT et al., 2012). Nessas
condicdes, EETg foi capaz de prevenir a formacéo de tais produtos de maneira mais efetiva na
presenca de ferro como indutor de estresse do que em condicdes basais (Clso = 88,57 + 11,03
e 173,80 + 2,26 pg/mL, respectivamente). Isso provavelmente decorreu do fato de EETg se
mostrar mais efetivo na quelacdo do ferro, evitando que esse desencadeasse O processo
oxidativo do que simplesmente inibindo a reacdo em cadeia da peroxidacdo dos fosfolipidios
presentes no meio reacional. A pro-oxidacdo de compostos fendlicos em doses crescentes
também é citada na literatura como um fator que leva ao incremento na quantidade de
produtos resultantes da degradacéo de lipidios (PESSOA, 2015).

5.3 Bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos apds digestdo simulada

Apbs a digestdo gastrointestinal, os indices de bioacessibilidade dos compostos
fendlicos (BCF) em T. gardnerianaforam de 48,65 e 69,28% na presenca e auséncia de
enzimas digestivas, respectivamente (Tabela 7). J& o &cido gélico, considerado padrdo de
acido fendlico para quantificacdo de compostos fendlicos totais, apresentou valores menos
expressivos (32,58 e 28,43% nas digestbes enzimatica e ndao-enzimatica, respectivamente).
Esse comportamento foi também encontrado para outros &cidos fendlicos. Um caso similar é
descrito para o acido ferdlico que € parcialmente degradado no ambiente alcalino do intestino
(D’ANTUONO et al., 2015). Alguns autores encontraram valores entre 0 e 14% para a
bioacessibilidade de compostos fendlicos provenientes das sementes de Opuntia albicarpa cv.
Reyna e Opuntia ficus-indica cv. Rojo pelon(RAMIREZ-MORENO et al., 2011). Esses
valores sdo considerados baixos, se comparados com os do presente trabalho. De fato, para
matrizes vegetais sélidas, como é o caso de extratos vegetais, a bioacessibilidade de
compostos fendlicos pode variar de 30 a 100% (ALMINGER et al., 2014). Esse intervalo de

valores ¢ devido, quase que exclusivamente, a
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Tabela 7 - Polifenois totais, flavonoides totais, atividade antioxidante e indices de bioacessibilidade nos sobrenadantes antes e apds digestdo
gastrointestinal simulada

EET

Polifendis totais Flavonoides totais DPPH (;RI\'/IA\Ee g

Amostra Tratamento (mg de acg/500 BCF  (mgde querc/500 BF IAAB IAAB extr
(N %) FeSO4/500 mg de

mg de extrato) mg de extrato) ato

extrato) otan

Antes da digesdo 1,07 +0,01° 0,54 +0,01° 115,60 + 0,30° 176,37 +1,89° 6lic

EETg Pés-intestinal 052+0,01°  4865°  044+002°  8148" 7861+0,17°  68,00° 159,04 +0,8" 90,17 0

Pés-intestinal sem enzimas 0,74 +0,01° 69,28° 0,52 + 0,003% 96,297 90,21 + 0,63° 78,04° 152,77 +1,01° 86,62° das

sem

) ente

Antes da digesdo 3,13 £0,05% - 114,65 + 0,36° 393,71 + 3,06° s de

Acido gélico Pés-intestinal 1,02 +0,02° 32,58° - 97,78 + 0,46° 85,29° 264,77 + 2,60° 67,25° Trip

Pés-intestinal sem enzimas 0,89 +0,002°  28,43° - 105,93 +1,60° 92,39°  35957+1,01° 91,33 laris

gard

. neri

Antes da digesdo - 12,36 + 0,02 114,15 + 0,66° 360,77 £ 24,51° ana:

Quercetina Pés-intestinal - 6,29 + 0,03° 50,89° 33,93+0,21"° 29,72° 23,31 +1,41° 6,46° acg:

Pés-intestinal sem enzimas - 6,54 + 0,02° 52,91° 31,77+0,49° 27,83 41,97 + 2,66" 11,63  equi

vale

ntes de acido galico; BCF: bioacessibilidade de compostos fendlicos; BF: bioacessibilidade de flavonoides; querc: equivalentes de quercetina; IAAB: indice de atividade
antioxidantebioacessivel; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazila; N %:percentual de neutralizagdo do radical DPPH; FRAP: poder antioxidante de reducdo do ferro; FeSO,:
sulfato ferroso;

Resultados sdo expressos como média + desvio padrao para polifendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante;

* Diferengas significativas dentro da mesma linha para cada amostra sdo mostradas por letras diferentes (teste de Tukey, p <0,05);

*T Diferencas significativas dentro da mesma coluna (BCF, BF e IAAB) sdo mostradas por letras diferentes (teste de Tukey, p <0,05).
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acao de enzimas digestivas, que por sua vez, podem interferir na integridade e estabilidade de
compostos fenolicos (GARBETTA et al., 2014).

A formacdo de complexos do tipo proteina-composto fendlico ocorre primeiramente
por interacOes hidrofébicas ndo covalentes que, em seguida, sdo estabilizadas por pontes de
hidrogénio (NAGY et al., 2012). Uma associacao irreversivel entre esses dois elementos pode
resultar também de ligacbes covalentes, onde os compostos fendlicos no meio reacional se
auto-oxidam em quinonas, sendo capazes de reagir com grupos nucleofilos das moléculas de
proteinas. Além disso, a acdo de enzimas digestivas pode induzir mudancas nas estruturas
quimicas dos compostos fendlicos, principalmente, em seus grupamentos hidroxila.
Consequentemente, sua solubilidade torna-se reduzida no limen intestinal, permanecendo
indisponiveis para absorcdo, ou seja, com bioacessibilidade diminuida (KROLL; RAWEL;
ROHN, 2003; JAKOBEK, 2015).

Em relacdo aos flavonoides totais em EETg, os indices de bioacessibilidade (BF)
foram de 81,48 e 96,29% no pos-intestinal com e sem enzimas, respectivamente (Tabela 7).
Conforme enfatizado pela literatura, os flavonoides, com excecdo das antocianinas, Sao
estdveis em pH alcalino, isto €, ndo costumam ser degradados no meio intestinal
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Essa circunstancia explicaria o0 motivo pelo qual essa classe
de compostos fenolicos apresentou altos valores de bioacessibilidade. A titulo de comparacéo,
as porcentagens de flavonoides totais bioacessiveis apds a fase intestinal para tomates
(Solanum lycopersicum) e ameixas (Prunus domestica) homogeneizados foram de 63 e 106%,
respectivamente (TAGLIAZUCCHI et al. 2012). Os valores exibidos pelo flavonoide
quercetina utilizado na digestdo, quando confrontados com os apresentados por EETg,
mostraram-se inferiores (50,89e 52,91% na presenca e auséncia de enzimas digestivas,
respectivamente). Isso pode ser atribuido aos diferentes compostos de natureza flavonoide em
EETg que resistiram ao processo digestivo, como evidenciado no perfil de compostos
fendlicos pds-digestéo obtido por UPLC-QTOF a ser discutido adiante.

ComparacOes da atividade antioxidante antes e apds o processo digestivo (Tabela 7)
revelou que a digestdo aparentou ser um importante fator na manutencdo dessa propriedade
em EETg, assim como nas amostras de acido galico e quercetina. Esse fato foi explicado,
mais uma vez, por meio da interacdo entre compostos fendlicos e proteinas.
Consequentemente, as atividades antioxidantes foram influenciadas negativamente, como
esperado com os indices reduzidos de bioacessibilidade de compostos fendlicos, mencionados

acima.
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E importante salientar que os valores de IAAB para EETg, em linhas gerais,
mostraram-se inferiores aos do &cido galico e superiores aos de quercetina, porém com a
bioacessibilidade maior que 50%. Esse resultado possivelmente decorreu do efeito sinérgico
entre os compostos fenolicos liberados da matriz vegetal durante a digestdo, tornando-os
assim, capazes de contribuir para a manutencdo das atividades de neutralizacdo de radicais e
de poder redutor a niveis desejaveis (D’ANTUONO et al., 2015; STANISAVLIJEVIC et al.,
2015). Estudo similar também indicou elevada capacidade de neutralizacdo do radical DPPH
apos a digestdo in vitro de groselhas (Ribes uva-crispa var. Tixia), mesmo com um
decréscimo no seu contetdo total de compostos fendlicos (CHIANG; KADOUH; ZHOU,
2013). Outra informagdo a ser levada em consideragéo diz respeito ao fato das amostras terem
sido submetidas a particdo com metanol e, em seguida, diluidas antes das analises. Assim, é
de se esperar que a presenca de possiveis interferentes gerados durante a digestao (peptideos e
amino&cidos livres, por exemplo) ndo influenciassem nos resultados dos testes de atividade
antioxidante (HELAL et al., 2014).

E sabido que a neutralizacdo de radicais é pH dependente. A medida que o valor de pH
aumenta, a capacidade de neutralizacdo também se eleva devido a desprotonacéo da hidroxila
presente no anel aromatico dos compostos fendlicos, o que facilita a doagdo de hidrogénios
e/ou elétrons(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Em virtude disso, a conservagdo das amostras
em ambiente acido apds a digestdo in vitro pode ter contribuido para um menor incremento

das atividades antioxidantes.

5.3.1 Perfil de compostos fendlicos antes e ap6s digestéo in vitro

EETg foi submetido a analise por UPLC-QTOF para determinacdo de seu perfil
fenolico antes e apos a digestdo in vitro. Os resultados permitiram a identificacdo de treze
compostos fenolicos dentre os catorze picos gerados em cromatograma antes do processo
digestivo (Figura 15A e Tabela 8). Os constituintes mais abundantes foram: epicatequina-3-
O-galato, acido gélico e procianidinas tipo B acrescidas de um e dois grupos galoil (unidades
de acido galico) (Figura 15A). As estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos
identificados em EETg estéo representadas a seguir (Figura 16). Deve-se ressaltar que, esses
achados de caracterizagdo fendlica estdo em conformidade com estudos anteriores que tratam
da identificacdo de compostos fendlicos em plantas da familia Polygonaceae. Por exemplo, a
partir do fracionamento do extrato das cascas de Coccoloba dugandiana, &cido galico e

epigalocatequina galato foram isolados (LI et al., 1999). Além disso, com excec¢do de um
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recente estudo envolvendo folhas de T. gardneriana onde somente flavonoides glicosilados
foram detectados (MACEDO, 2015), a maioria dos compostos fendlicos encontrados em
exemplares do género Triplaris contem grupos galoil. Essa caracteristica, além de servir como
marcador quimiotaxondmico util para espécies desse género (OLIVEIRA et al., 2008), é

corroborada pela identificacdo de procianidinas ligadas a grupos galoil em T. gardneriana.
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Figura 15 — Perfil UPLC-QTOF de compostos fendlicos presentes no extrato das sementes de Triplaris gardneriana: (A) extrato bruto, (B) pds-
intestinal, (C) pés-intestinal sem enzimas. 1 = acido 5-O-galoil-quinico; 2 = monogaloil glucose; 3 = &cido galico; 4 = acido 3-O-galoil-quinico;
5 = galoil hexosideo; 6 = ndo identificado; 7 = digaloil hexosideo; 8 = derivado de acido galico; 9 = derivado de acido galico I; 10 = catequina;
11 = galato de procianidina tipo B (P2G1); 12 = digalato de procianidina tipo B (P2G2); 13 = epicatequina-3-O-galato; 14 = galato de

procianidina tipo B (P2G1) I; 15 = galato de metila; 16 = digalato de procianidina tipo B (P2G2) I; 17 = derivado de acido galico 1l; 18 = galato
de metila I; 19 = digalato de procianidina tipo B (P2G2) II.
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Tabela8 - Compostos fitoquimicos detectados no extrato das sementes de Triplaris gardneriana (EETg) via UPLC-QTOF em modos de
ionizag&do positivo e negativo

Pico Tr [M+H]" [M-HT Produtos I6nicos  Formula  Razdo m/z Erro Composto Proposto Referéncia
no. min (m/z) (m/z) (MS/MS)? Molecular Calculada  (ppm) P P
191,0526 (65), A i B O almiln Savic et al
1 1,35 345,0135  343,0667 169.0121 (100) CuH16019  343,0665 0,6 Acido 5-O-galoil-quinico (2014)
Liuetal
271,0485 (12), (2012)
2 1,55 333,0613  331,0645 211,0288 (6), CisH1019  331,0655 -6,0 Monogaloil glucose )
169,0164 (27) Wyrepkowski
et al (2014)
Wyrepkowski
. . et al (2014)
3 1,73 171,0276  169,0132 125,0231 (100) C7H¢Os5 169,0137 -3,0 Acido gélico Flamini
amini
(2013)
191,0554 (20), Wyrenkowski
4 189 3450135 3430676  1690117(100) CyHyOn 3430665 32  Acido3-O-galoil-quinico gyohitt
125,0248 (50)
Abu-Reidah
6 2,24 - 279,1076 119,0339 (15) C11H2008 279,1080 1,4 N&o identificado -
271,0432 (22),
193,0087 (8), L . Abu-Reidah
7 2,70  485,0990 483,0753 169,0127 (25), CyoH20014 483,0775 4,6 Digaloil hexosideo et al (2015)
125,9119 (2)
169,0148 (68), . . - i
8 2,78 405,0176 403,1163 125,0205 (45) C,4H206 403,1182 4,7 Derivado de éacido galico
169,0120 (55), Derivado de &cido galico i
9 2,89 405,1569  403,1170 125,0209 (29) Co4H2006 403,1182 3,0 |
10 3,14 - 289,0710 271,0370 (12) C15H1406 289,0712 0,9 Catequina -
1 3,59 7311642  729,1424 577,1125 (25), CarH30016  729,1456 -4,4 Galato de procianidina Russo et al



407,0752 (32),
289,0695 (15),
169,0142 (8)

729,1426 (22),
559,0952 (8),

407,0562 (3),

169,0089 (2)

289,0659 (20),
13 411 4430888 4410838  169,0115(58), CpHiOi  441,0822
125,0206 (65)

577,1281 (10),
14 431 731,1883  729,1469  289,0262 (10),  CsHyOyp  729,1456
169,0063 (8)

12 3,90 883,1836  881,1537 CasH3402  881,1565

tipo B (P2G1)

Digalato de procianidina
tipo B (P2G2)

Epicatequina-3-O-galato

Galato de procianidina
tipo B (P2G1) |

(2013)

Russo et al
(2013)

Russo et al
(2013)

Russo et al
(2013)

Tr: tempo de retencdo; m/z: relacdo massa/carga; |, I1: indicacdo para isdbmero;
® Padréo de fragmentagdo no modo de ionizagdo negativo; entre parénteses (intensidade relativa %).
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Figura 16 — Estruturas quimicas de compostos fendlicos identificados porUPLC-QTOF no
extrato etandlico das sementes de Triplaris gardneriana

Compostos Fendlicos de Triplaris gardneriana
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Fonte: Elaborado pelo autor
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O perfil UPLC-QTOF de compostos fenolicos apos digestdo in vitro (Figura 15B e
15C) mostrou ser consistente com os indices de bioaccessibilidade (Tabela 7) observados para
EETg. Como mencionado anteriormente, o pH alcalino do limen intestinal favorece a
degradacéo de acidos fenolicos e derivados (Helal et al., 2014). Como consequéncia disso, €
observado o desaparecimento de grande parte dos picos referentes aos compostos fenolicos
em EETg apds a digestdo (Figura 15B e 15 C). Esse fenémeno se refletiu nos baixos valores
de BCF e, por conseguinte, na reducdo dos IAAB mensurados pelos ensaios DPPH e FRAP.
O galato de metila, éster do acido galico gerado no decorrer do processo, juntamente com um
derivado desse mesmo &cido, foram, aparentemente, 0s Unicos representantes de acidos
fendlicos resistentes a digestdo in vitro (Tabela 9).

Na presenca ou auséncia de enzimas digestivas, flavonoides, representados por
procianidinas, mostraram-se bioacessiveis mesmo em menor intensidade, apds adicdo do
fluido intestinal (Figura 15B e 15C e Tabela 9). Resultado semelhante tem sido descrito apds
digestéo gastrointestinal simulada de extrato de sementes de uva comercial, onde catequinas e
derivados, dentre os quais se destacavam procianidinas, também foram resistentes ao
tratamento enziméatico (LAURENT; BESACON; CAPORICCIO, 2007).

No geral, esses resultados sugerem que, mesmo com reducGes no conteldo de
compostos fendlicos, evidenciado via LC-MS e nos valores de atividades antioxidantes em

EETg apos a digestdo gastrointestinal, esses compostosainda se mantiveram bioacessiveis.
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Tabela 9 - Compostos fitoquimicos detectados via UPLC-QTOF em modos de ioniza¢do positivo e negativo no extrato das sementes de Triplaris
gardneriana (EETg) apos digestdo in vitro

. + ; Produtos , ~
Tratamento Pico  Tr  [M+H] [M-H] 16nicos Formula -~ Razdom/z  Erro Composto Proposto Referéncia
no. min (m/z) (m/z) a Molecular  Calculada (ppm)
(MS/MS)
168,0056 (8), Abu-
15 3,19 185,0359 183,0283 124,0145 CgHgOs 183,0293 -5,5 Galato de metila Reidah et
(100) al (2015)
N o3
559,1055 (10), Digalato de procianidina ~ Russo et al
16 4,13 883,1960 881,1532 CuH3,0 881,1565 -3,7 .
407,0661 (40), tipo B (P2G2) | (2013)
169,0116 (5)
169,0090 Derivado de 4cido galico Moreno-
17 3,03 341,1182 339,0341 (100), C14H12049 339,0352 -3,2 I g Murillo et
125,0214 (58) al (2008)
) 168,0063 (12), Abu-
~ Pos- 18 3,99 185,1017 183,0286 124,0154 CgHgOs 183,0293 -3,8 Galato de metila | Reidah et
intestinal (100) al (2015)
sem
enzimas 575299'11142053((253)’ Digalato de procianidina  Russo et al
, , i igalato de procianidina usso et a
19 4,72 883,1689 881,1536 4070830 (1), C44H34049 881,1565 3,3 tipo B (P2G2) Il (2013)
169,0092 (2)
Tr: tempo de retencdo; m/z: relacdo massa/carga; I, I1: indicacdo para isbmero;

# Padrdo de fragmentacgdo no modo de ionizagdo negativo; entre parénteses (intensidade relativa %).
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5.4 Biodisponibilidade de compostos fendlicos em ratos

A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma e urina de ratos Wistar em
diferentes tempos foi determinada ap6s a administracdo de dose oral unica de EETg. Essa
abordagem se propbs em estimar a biodisponibilidade indireta dos compostos fendlicos deT.
gardneriana através da avaliacdo da CAT desses fluidos biologicos. Por meio dessa analise,
evidéncias farmacocinéticas da absorcdo e eliminacdo dos compostos fenolicos presentes
naquele material seriam comprovadas. Primeiramente, para as amostras de plasma, a
capacidade de inibicdo do radical DPPH permaneceu constante em todos 0s tempos apos a
administracdo de EETg (Figura 17A). Enquanto que, para o ensaio FRAP (Figura 17B), uma
queda no poder de reducdo do ferro foi visualizada a partir das primeiras 4 horas ap6s a
administracdo da preparacdo. Tendéncias na CAT como essas condizem com pobre
biodisponibilidade oral de compostos fendlicos (SCALBERT et al., 2002).



71

Figura 17 — Capacidade antioxidante total (CAT) do plasma e urina de ratos Wistar apds administracdo oral de extrato de sementes de Triplaris
gardneriana (EETQ) avaliada pelos ensaios DPPH e FRAP. A dose administrada foi de 25 mg por 200 g de peso corporal. Os dados sdo
expressos como médias + desvio padrdo (n = 4 ratos/grupo). Valores com letras diferentes representam diferencas significativas (teste de Tukey,
p <0,05). DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. FRAP: poder antioxidante de reducdo do ferro. FeSO4: sulfato ferroso. A = CAT doplasma por
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A maioria dos compostos fendlicos adquiridos através da dieta ou por suplementacao,
¢ rapidamente absorvida e biotransformada (PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA,
GONZALEZ-AGUILAR, 2011). A concentracio plasmatica de seus metabdlitos é transitoria,
apresentando picos entre 1,5 e 3 h, no caso de matrizes complexas; enquanto que, para
compostos isolados e/ou purificados, concentragdes maximas ocorrem em menos de 1 h apds
administracdo por via oral (SERRA et al., 2010; PANDAREESH; MYTHRI; SRINIVAS
BHARATH, 2015). Por exemplo, a administracdo oral aguda de suco de framboesa (Rubus
idaeus var. Glen Ample) em ratos Sprague Dawley resultou em baixissimas concentracdes
plasméticas de antocianinas apos 2 h da ingestdo (BORGES et al., 2007). Outro trabalho
verificou que o extrato de sementes de uva rico em compostos fendlicos, somente quando
ofertado em dias consecutivos a ratos Sprague Dawley, mostrou niveis elevados desses
fitoquimicos no plasma (FERRUZZI et al., 2009).Portanto, a reducdo na CAT observada no
ensaio FRAP pode ser atribuida a decrescente concentragdo plasmatica de compostos
fendlicos percebida apds 4 h da administracdo de EETg (Figura 17B).

Analises de ordem termodinadmica predizem que a neutralizacdo de radicais por parte
de moléculas antioxidantes constitui um processo energeticamente favoravel. Contudo, baixas
concentracdes plasmaticas e teciduais de compostos fendlicos, mesmo ap6s o consumo de
alimentos ou preparacgdes ricas nessas substancias, sdo incompativeis com os requerimentos
cinéticos necessarios para se atingir taxas de neutralizagdo de relevancia fisioldgica
(GALLEANO et al., 2010). Baseado nessa declaracdo, a constancia nos valores observados
no ensaio com o radical DPPH para as amostras de plasma pode ser explicada. Baixas
concentragOes de compostos fenolicos no meio reacional dificultariam a ocorréncia da reacéo
de neutralizacdo no sentido de estabilizacdo desse radical.

Em relacdo as amostras de urina analisadas, aumento na CAT foi verificado a partir de
1 e 4 hapds a administracdo de EETg, para os ensaios DPPH e FRAP, respectivamente(Figura
17C e 17D). Esse ultimo tempo correspondeu ao momento onde a reducdo na CAT do plasma
foi observada; demonstrando assim, que 0s processos de absorcdo e eliminacdo dos
compostos fenolicos em T. gardneriana estdo estritamente relacionados. Por via de regra, 0s
compostos fendlicos, quando absorvidos, sdo reconhecidos pelo organismo como
xenobidticos, estimulando o0s mecanismos de detoxificagdo e consequentemente,
sdorapidamente removidos da corrente sanguinea (CROZIER; DEL RIO; CLIFFORD, 2010).
Os seres vivos ndo apresentam artificios para acumulo ou reten¢do de compostos fendlicos,
por isso, 0s metabolizam de forma a serem excretados tanto na urina como na bile apos a
ingestdo (PORINI; RISO, 2008; OLIVEIRA; BASTOS, 2011).
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O metabolismo de compostos fendlicos inicia-se no limen do intestino delgado, sendo
que modificagdes pds-absortivas também sdo passiveis de ocorrer no figado e em outros
Orgdos. Além disso, a atuacdo da microbiota intestinal por fermentacdo € capaz de
biotransforma-los em substancias de baixa massa molecular, que sdo posteriormente
absorvidas (MANACH et al., 2005; DEL RIO et al., 2010; PALAFOX-CARLQOS; AYALA-
ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011). Em razdo disso, a avaliacdo da
biodisponibilidade desses fitoquimicos deve incluir a analise ndo s6 dos compostos originais,
mas também de seus produtos metabdlicos (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). Nesse
contexto, o diagndstico estrutural dos metabolitos gerados apds a ingestdo de compostos
fendlicos presentes em EETg foi realizado a partir da utilizacdo de metodologia baseada em
espectrometria de massa.

Em geral, a recuperacdo de compostos fenolicos e seus metabdlitos na urina, plasma e
tecidos é baixa; onde concentragdes em escalas micromolar, nanomolar e ainda menores,
respectivamente, séo encontradas (KUIJSTEN et al.,, 2006; ALMINGER et al., 2014;
MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016). Assim sendo, no presente estudo, a analise por
UPLC-QTOF néo foi capaz de detectar metabolitos provenientes de EETg no plasma dos
animais estudados. Casos equivalentes onde acidos clorogénicos revelaram-se indetectaveis
no plasma ap6s o consumo de compostos fendlicos isolados ou alimentos ricos nesses
fitoquimicos foram reportados na literatura (OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Ainda com base
nos resultados de caracterizacdo fitogquimica, onde galato de metila, um derivado de &cido
galico e procianidinas demonstraram-se bioacessiveis, varios trabalhos apontam que
derivados de &cido gélico e catequina possuem Otima taxa de absorcdo pelo organismo e, em
virtude disso, aparentam ser biodisponiveis (APPELDOORN et al., 2009; CARBONELL-
CAPELLA etal., 2014; JAKOBEK, 2015).

A maioria dos compostos fenolicos ndo € encontrada de forma integra na urina. A acédo
de enzimas de fase Il da biotransformacdo de xenobiGticos na mucosa intestinal e,
posteriomente, no figado e nos tecidos periféricos garante modificagdes nas estruturas dos
compostos fendlicos. Os metabolitos circulantes estdo sob a forma de conjugados, detentores
de grupos anibénicos capazes de manter suas propriedades antioxidantes (RECHNER et al.,
2002; SCALBERT et al., 2002; DEL RIO et al., 2010; CARBONELL-CAPELLA et al.,
2014). A ocorréncia desses metabolitos também explicaria a elevacdo na CAT das amostras
urinérias pos-administracdo de EETg (Figura 17C e 17D).

Os metabdlitos de compostos fendlicos detectados na urina compreendem uma

variedade de acidos aromaticos de baixa massa molecular (acidos benzoico, fenilacético,
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fenilpropiénico e fenilvalérico, por exemplo). Esses provém da fissdo dos aneis aromaticos de
compostos fendlicos mais complexos por bactérias do c6lon, assim como da biotransformagéo
por reacOes hepaticas e tissulares dos compostos originais (RECHNER et al., 2002;
PANDAREESH; MYTHRI; SRINIVAS BHARATH, 2015). Apresentam-se como pequenos
conjugados, um indicio que tiveram excre¢do facilitada pelo aumento de sua hidrofilicidade
(SOUZA; CASANOVA,; COSTA, 2015). Derivados sulfatados, glicuronados e/ou metilados
s80 os mais encontrados, poréem conjugacGes com o aminodcido glicina sdo comuns de
acontecerem (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BARROS et al., 2016). Baseado nessas
informacdes, através de UPLC-QTOF, foram detectados dois metabdlitos urinarios que foram
originados a partir da biotransformacdo dos compostos fenolicos em EETg, a saber: acido

hipurico e fenilacetil glicina (Tabela 10).
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Tabelal0O - Metabolitos excretados pela urina 0-8 h apds a administracdo do extrato das sementes de Triplaris gardneriana (EETg) em 24 ratos
Wistar machos

. A Tratamento
Tr  [M+H]" [M-H] Produtoslonicos  pormula  Razdom/z  Erro Composto Pronosto Referéncia
min (m/z) (m/z) (MS/MS) Molecular  Calculada (ppm) P P GO Gl G2 G4 Gb6 GS8
165,0538 (50), .+ +  +  +  +
134,0606 (30), < . L Jiaetal
3,47 180,0626 178,0504 121,0652 (100), CyHygNO4 178,0505 0,0 Acido hipurico (2016)
79,9592 (45)
3,89 1940795 192,0660 74,0241 (100)  CpHuNO, 1920661  -05 Fenilacetil glicina o S""(Lizrge?t)a'

Tr: tempo de retengdo; m/z: relagcdo massa/carga;;

# Padréo de fragmentagdo no modo de ionizagdo negativo; entre parénteses (intensidade relativa %).

+, -: indica presenca e auséncia, respectivamente;

GO, G1, G2, G4, G6, G8: grupos de animais ap6s 0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas da administracdo, respectivamente.
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O écido hipurico origina-se da conjugacdo da glicina com metabdlitos benzoicos
provenientes do catabolismo dos é&cidos galico e quinico, catequinas e seus derivados
(GONTHIER et al., 2003; DEL RIO et al., 2010) (Figura 18). Assim como no presente
estudo, pesquisas contendo métodos bioanaliticos para estudo de compostos fenolicos
apontaram o 4&cido hiparico como um dos principais produtos da biotransformacdo de
preparaces vegetais contendo &cidos clorogénicos e catequinas (OLTHOF et al., 2003;
SANTOS et al., 2014). Contudo, esse biomarcador também é gerado por outras rotas
metabolicas que ndo incluem a supracitada, como é o caso do catabolismo dos aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina (CROZIER; DEL RIO; CLIFFORD, 2010).No entanto, no
presente estudo, 0s animais estiveram em jejum por 8 h, o que sugere que a maior parte do
acido hipurico excretado veio dos compostos fenolicos de EETg (Tabela 10).A constancia e
até mesmo elevacdo na excrecao de acido hipdrico observadas ap6s o consumo de cha verde
por voluntarios humanos serviu como suporte para essa hipétese (MULDER; RIETVELD;
VAN AMELSVOORT, 2005).

Figura 18 — Representacdo esquematica envolvendo o catabolismo de catequina por bactérias
colbnicas e enzimas hepaticas e sua subsequente excrecdo urindria sob a forma de acido
hiparico
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OH

(-)-5-(3°4’-dihidroxifenil)-
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|
S o R W’Q — A

0
HHO

Acido hiptirico Acido benzoico Acido fenilpropionico

Fonte: Mulder, Rietveld, e Van Amelsvoort (2005).
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A fenilacetil glicina, produto da conjugacdo entre glicina e acido fenilacético,
correspondeu ao segundo metabdlito identificado na urina dos roedores nos tempos de 1, 4, 6
e 8 h ap6s administracdo de EETg (Tabela 10). O &cido fenilacético, além de derivar da
fenilalanina, provem do intenso catabolismo de flavonoides (Figura 19), com especial atengédo
aos de esqueletos carbonados do tipo flavan-3-ol, como é o caso das catequinas e seus
derivados (CROZIER; DEL RIO; CLIFFORD, 2010). A partir disso, a ocorréncia de
catequinas em EETg parece estar estritamente relacionada ao aparecimento desse metabolito
nas amostras urinarias estudadas. A luz dos conhecimentos atuais, a presenca de fenilacetil
glicina na urina foi confirmada para ratos, camundongos e cdes, porém sua detec¢do em seres
humanos é controversa (MATSUMOTO et al., 1995; SERRANO-CONTRERAS et al., 2016).

Figura 19 — Rota proposta para o catabolismo de flavonoides exemplificado pela quercetina-
3-O-rutinosideo resultando na producdo de diferentes formas do acido fenilacético antes de
sua conjugacao com a glicina e posterior excrecdo urinaria

G O

HD 8]
3\71 M Quercetina-3-0-rutinosideo
HO

oH
o @
O N
Quertetillﬂ ﬁssau do anel \‘\ OH

o
HOOC

Acido 3,4-dihidroxifenilacético

oH 4~ \ OCH;
ﬁDH
HDDE¢© HOOC

Acido 3-hidroxifenilacético Acido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético

Fonte: Del Rio et al (2010).
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Em linhas gerais, a anélise do plasma e de urina de roedores é de grande auxilio no
delineamento do perfil farmacocinético de compostos fenolicos ap6s suplementacdo aguda,
como é o caso do presente trabalho. Apesar de ndo prover uma avaliacdo quantitativa da
biodisponibilidade, essas interpretacGes refletem a capacidade do organismo em assimilar e
biotransformar essas moléculas (CROZIER; DEL RIO; CLIFFORD, 2010; SANTOS et al.,
2014).

Vaérios estudos sobre biodisponibilidade apontam que as quantidades de compostos
fenolicos efetivamente absorvidos sdo baixas (DUEIK; BOUCHON, 2016). Em roedores, a
biodisponibilidade costuma apresentar valores entre 2 e 20% (CARBONELL-CAPELLA et
al., 2014). Todavia, o valor de 0,17% para o flavonoide taxifolina em ratos, muito abaixo do
intervalo anteriormente mencionado, ja foi descritona literatura (WANG et al., 2009). Com
base nos resultados de CAT e de analise por UPLC-QTOF encontrados para o plasma e urina
de ratos, o comportamento farmacocinético e consequetemente, a biodisponibilidade dos
compostos fendlicos presentes em EETg,mostraram-se limitados. Isso pode ser atribuido,
principalmente, a sua deficiente absorcdo por via oral, concentrac@es fisioldgicas restritas e
metabolismo e eliminacdo acelerados. Juntando todas essas consideracOes, € possivel deduzir
que, para manutencdo de concentracBes plasmaticas desejaveis de compostos fendlicos,
provenientes de T. gardneriana ou de qualquer outro produto vegetal, repetidas doses séo
requeridas.
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6 CONCLUSAO

O extrato etandlico das sementes de Triplaris gardnerianaapresentou um perfil
promissor de compostos fenolicos biologicamente ativos, podendo atuar in vitro como
sequestrante de radicais livres, redutor de metais de transicdo e inibidor da peroxidagédo
lipidica, enfatizando assim o seu potencial antioxidante.

Parte de compostos fenodlicos identificados em T. gardneriana foram instaveis em
condi¢cdes gastrointestinais simuladas, tendo consequentemente suas propriedades
antioxidantes comprometidas pelo processo digestivo. Entretanto, essa espéecie vegetal provou
ser uma fonte significativa de flavonoides bioacessiveis. Apesar da biodisponibilidade
limitada de seus compostos fendlicos, indicada pela baixa influéncia na CAT plasmatica,
rapida biotransformacdo e eliminacdo urinaria, o presente estudo permitiu esclarecer um
pouco sobre o metabolismo dessa classe de fitoquimicos, com a detec¢do de acido hipurico e

fenilacetil glicina, produtos derivados da sua degradacéo em roedores.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi determinado o perfil fitoquimico do extrato etandlico
elaborado a partir das sementes de Triplaris gardneriana (EETQ) através da deteccdo das
principais classes de metabdlitos secundarios, quantificacdos dos conteudos de fendis e
flavonoides totais, além de sua caracterizacdo fendlica por meio de técnicas cromatogréficas.
Uma vez que ndo ha um método universal para a determinacdo da atividade antioxidante de
extratos vegetais, esta foi avaliada por diferentes metodologias in vitro, resultando em dados
coerentes com a literatura e passiveis de comparagdo com outras espécies da mesma familia
botanica.

Em seguida, a influéncia da bioacessibilidade sobre a integridade dos compostos
fenolicos em EETg, econsequentemente em sua atividade antioxidante, foi estudadaa partir de
um modelo de digestdo gastro-pancreatica in vitro que melhor simulasse as condicGes
fisiologicas humanas. Para o teor de fendlicos e flavonoides totais e atividade antioxidante
mensurada pelos métodos FRAP e DPPH ao final da digestdo in vitro, observou-se que 0s
compostos fenolicosse mostraram sensiveis a condicdo alcalina da etapa intestinal e que a
provavel formacdo de complexos com as enzimas digestivas, além de modificacbes em sua
estrutura quimica, resultaram na reducdo da atividade antioxidante de EETg. Porém, mesmo
quando submetido a condi¢Bes simulatérias de digestdo, o extrato apresentou capacidade
antioxidante satisfatoria (superior a 50%), uma vez que apesar das perdas, os flavonoides se
apresentaram bioacessiveis.

A biodisponibilidade dos compostos fendlicos em EETg foi investigada indiretamente
em roedores ap6s administracdo oral em ratos Wistar. Verificou-se que a capacidade
antioxidante plasmatica decresceu e a urinaria aumentou pouco tempo ap6s a ingestdo da
preparacdo contendo compostos fendlicos. Isso decorre do fato de que 0s compostos
absorvidos e metabolizados sdo tratados como Xxenobidticos e, em virtude disso, sdo
removidos rapidamente da corrente sanguinea. A analise quimica do plasma e da urina dos
roedores, apesar de ndo prover dados quantitativos precisos da captacdo pelo trato
gastrointestinal, forneceu informagGes valiosas sobre a identidade e o perfil farmacocinético
dos metabdlitos gerados ap0os suplementagdo aguda.

Os resultados de bioacessibilidade e biodisponibilidade reforcam a ideia de que os
compostos fendlicos ndo apresentam o mesmo perfil de atividade antioxidante nos ensaios in

vivo. Parte disso pode ser explicado pela baixa biodisponibilidade dessas substancias. As
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principais razdes encontradas sdo a fraca estabilidade gastrointestinal e a rapida e extensa
metabolizacéo.

E importante salientar que muita pesquisa ainda é necesséria para desvendar os fatores
que influenciam a bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fendlicos provenientes
de fontes vegetais. Portanto, torna-se de extrema importancia a execugdo de estudos
quantitativos com o proposito defornecer informacdes biologicamente relevantes sobrea
absorcéo e metabolismo desta classe de metabdlitos secundarios, principalmente no que diz
respeito ao papel da microbiota intestinal neste Gltimo processo. A partir desses resultados,
uma compreensdo holistica dos efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos em sistemas

humanos poderé ser estabelecida.
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