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RESUMO

A palma forrageira (Opuntia ficus—indica) é origindria do México, porém € bem
adaptada as condi¢des do semidrido Nordestino. Seus caules jovens, denominados
cladédios, sdo consumidos normalmente na dieta alimentar dos mexicanos, sendo
também utilizada na medicina popular. Diante de tais informagdes, este estudo teve
como objetivo a obtencdo e caracteriza¢ao do extrato liofilizado de palma forrageira e a
avaliacdo do seu potencial antioxidante in vivo. Foram realizados: testes de rendimento,
andlise de citotoxicidade in vitro (teste do MTT); caracterizacdo quimica e bioquimica
em relacdo ao metabolismo antioxidante: espectroscopia de ressonincia magnética
nuclear (RMN) e cromatografia liquida de ultra performance (UPLC-QTOF); atividade
antioxidante total (AAT); andlise de enzimas antioxidantes: catalase (CAT) e dismutase
do superoxido (SOD) e andlise in vivo, através do modelo experimental de lesdo géstrica
induzida por etanol 50% e da determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e
glutationa (GSH). O extrato encapsulado com maltodextrina foi submetido a andlises
fisicas de umidade, higroscopicidade, grau de caking, e microscopia eletronica de
varredura (MEV). De acordo com os resultados alcangados, foi possivel obter um
rendimento de 2,30%. O teste do MTT demonstrou que o extrato ndo possui efeito
toxico as células (cultura IEC-6). Foram detectados, através do UPLC-QTOF, a
presenca de polifendis como os flavondides quercetina, rutina e isorhamnentina. A
RMN identificou aminoacidos como a tirosina e dcidos organicos, como o dcido gama-
aminobutirico. Foi determinado uma atividade enzimdtica de 19,92 UAE. mg‘1 de
proteina de SOD, 1,18 umol H,0, . mg‘] de proteina. min'de CAT e 59,73 uM Trolox.
g MS de AAT. A encapsulacdo do material foi confirmada através da MEV, sendo
escolhida a propor¢do 2:1 maltodextrina:palma, respectivamente, com valores 5,74% de
umidade, 1,48% de higroscopicidade e 48,34% de grau de caking. O pré-tratamento
com extrato de palma, nas trés doses testadas (1, 3 e 10 mg/kg), foi capaz de reduzir de
forma significativa a formacgao de lesdes gastricas e os niveis de MDA, sendo a dose de
3 mg/kg capaz de preservar os niveis de GSH. Os dados obtidos na caracterizacio
quimica e bioquimica estdo diretamente relacionados a atividade antioxidante do extrato
de palma no modelo experimental de estresse oxidativo induzido por etanol 50%.

Palavras-chaves: Opuntia ficus-indica; compostos fendlicos; atividade antioxidante;

lesdo gastrica alcodlica induzida.



ABSTRACT

The cactus pear (Opuntia ficus-indica) is originally from Mexico, but is well suited to
semi-arid conditions of the Brazilian Northeast. Their young stems called cladodes are
normally consumed in the diet of Mexicans, and is also used in traditional medicine
because of its beneficial properties popularly recognized (anti-ulcer, anti-inflammatory,
etc.). Faced with these evidences, to the freeze-dried extract of cactus pear obtained in
this study were performed: yield tests, in vitro cytotoxicity assay (MTT test); Chemical
characterization by nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and ultra
performance liquid chromatography (UPLC-QTOF); total antioxidant capacity (TAC);
analysis of antioxidant enzymes: catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and
in vivo analysis using the experimental model of gastric injury induced by alcohol 50%
in rats Wistar. The extract encapsulated with maltodextrin was subjected to physical
analysis of moisture, hygroscopicity, degree of caking and scanning electron
microscopy (SEM). According to the results achieved, it was possible to obtain a yield
of 2.30%. The MTT test showed that extract has no toxic effect cells (IEC-6 culture).
They were detected by UPLC-QTOF, the presence of polyphenols such as flavonoids
quercetin, rutin and isorhamnentina. NMR identified amino acids such as valine,
threonine and organic acids such as gamma-aminobutyric acid. They were identified in
the material 19.92 UAE. mg‘] of protein of SOD, 1,18 pumol H,0, . mg'1 of protein .
min™' of CAT and 59,73 uM Trolox. g'1 DM de TAC. The encapsulation material was
confirmed by SEM and was chosen proportion (2:1) maltodextrin: palm, respectively,
with values 5.74% moisture, 1.48% hygroscopic and 48.34% of degree of caking. It has
been observed in vivo, that pretreatment with palm extract, the three tested doses (1, 3
and 10 mg / kg), was able to significantly reduce the formation of gastric lesions and
MDA levels. The results show that palm extract has antioxidant activity in an

experimental model of oxidative stress with 50% alcohol.

Keywords: Opuntia ficus-indica; phenolic compounds; antioxidant activity; alcohol-

induced gastric damage.
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1. Introducao Geral

A palma forrageira (Opuntia ficus—indica) ¢ um cacto bem adaptado ao
semidrido nordestino, que possui condi¢des climaticas de poucas chuvas e solos rasos,
pedregosos ou arenosos, com pouca matéria organica, porém ricos em minerais soliveis
e pH proximo de sete (OLIVEIRA et al., 2011a). O cultivo da palma e outras espécies
perenes, adaptadas as condicdes do semidrido € uma importante alternativa para a
sustentabilidade de producdo nessas regides, permitindo a fixacdio do homem no campo
e garantindo sua qualidade de vida (DUBEUX JR et al., 2012).

A palma € rica em carboidratos complexos (fibras soliveis, mucilagens,
celulose, etc.), compostos fendlicos, carotendides, vitaminas C e E, glutationa e acidos
graxos poliinsaturados. Estes e outros constituintes fazem com que esta planta apresente
vdrias atividades terapéuticas ji cientificamente comprovadas. O seu papel nas
atividades antioxidante, hipolipidémica, cicatrizante, diurética, gastroprotetora,
hepatoprotetora, bem como, na hiperglicémia, na aterosclerose, no diabetes mellitus,
entre outras, mostram que esta planta é potencialmente interessante, quando usada na
prevencao e cura de varias doengas. Além de todas as atividades relatadas, acrescenta-se
que a palma € muito rica nutricionalmente, o que justifica seu uso na alimentagcdo
(MARTINS, 2011).

A partir de dados epidemioldgicos, ensaios clinicos e conhecimentos modernos da
bioquimica nutricional, chegou-se ao estabelecimento de uma conexio entre dieta e
saide, em que certos nutrientes e nao nutrientes, como as fibras, apresentam capacidade
de interferir em diversos fatores de risco causadores de doencas. Sdo substancias
chamadas nutracéuticas ou funcionais. A diferenca bdasica entre estes alimentos esta
ligada aos objetivos especificos de cada um: os nutrac€uticos levam em conta a
prevencdo e o tratamento de doencas (apelo médico), enquanto os funcionais visam a
reduc¢do do risco da doenga (GERMANO, P. e GERMANO, M., 2011).

No Brasil, o tratamento de ulceras pépticas € bastante caro, ndo sendo acessivel a
grande parte da populagdo (LIMA et al., 2006). O tratamento das ulceras, dessa forma,
constitui ainda um grande desafio e torna-se necessdrio o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos mais eficazes, menos toxicos e de custo mais baixo (DONATINI et
al., 2009). Em outra area de estudo, atuando como alternativa ou complemento a agdo

dos farmacos estdo os alimentos, cujos beneficios vao além da saciedade da fome e das
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necessidades nutricionais, podendo ser utilizados na redugcdo dos riscos dos mais
variados tipos de doencas. Utilizar matérias-primas abundantes na regidao Nordeste, para
a criacdo de novos produtos possiveis de serem usados no tratamento e prevengdo de
problemas géstricos torna-se uma solugdo viavel.

No Brasil a palma forrageira é muito utilizada para alimentacdo animal e pouco
se tem conhecimento sobre seus beneficios na dieta humana. Um estudo mais
aprofundado dessa planta pode induzir ao seu maior aproveitamento e
consequentemente gerar renda as familias do semidrido brasileiro, com a criacdo de
novos produtos.

Nesse contexto o presente estudo tem como objetivo pesquisar atributos na
palma forrageira que agreguem valor a mesma. Obter e caracterizar quimica e
estruturalmente o extrato, e avaliar sua atividade antioxidante no modelo de lesdo

gdstrica em ratos, induzida por etanol 50%.

2. Revisao Bibliografica

2.1 Ingredientes funcionais e nutracéuticos, definicoes.

Hipdcerates (460-370 a.C.) afirmou: "Deixe o alimento ser sua medicina e a
medicina ser seu alimento". A relacdo entre alimentos e medicamentos estd cada vez
mais estreita. Assim, o termo nutracéutico foi primeiramente mencionado hd 20 anos
para descrever uma unido entre nutricdo e farmacéutica, ambos os fatores chave para o
bem-estar humano (HALLER, 2010).

A Fundacdo para a Inovacdo em Medicina (Nova York, EUA) criou a palavra
"nutracéutico” (definida como qualquer substidncia que possa ser considerada um
alimento ou parte de um alimento que proporcione beneficios a saide, incluindo a
prevencdo e tratamento de doencas), para descrever a crescente drea de pesquisa
biomédica centrada em torno do isolamento de nutrientes/compostos a partir de
produtos naturais (de frutas, suplementos alimentares e dietas até os produtos
beneficamente projetados) ou produtos a base de plantas e produtos processados (tais
como cereais, sopas e bebidas) (ARUOMA, 2010).

Um alimento pode ser considerado funcional quando o mesmo tem a capacidade

de afetar beneficamente uma ou mais funcdes alvo no corpo, além de sua funcdo bésica
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de nutrir, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a saide quanto para a
reduc¢ao do risco de uma doenga (ROBERFROID, 2002).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos:
quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem,
atuando em seis dreas do organismo: no sistema gastrointestinal, no sistema
cardiovascular, no metabolismo de substratos, no crescimento, no desenvolvimento e
diferenciagdo celular, no comportamento das fungdes fisioldgicas e como antioxidantes
(SOUZA et al., 2003).

O termo nutracéutico refere-se a substancia bioativa, isolada ou adicionada aos
alimentos como ingrediente funcional, ou sob a forma medicamentosa, contribuindo
para o aumento do valor agregado (GERMANO, P. e GERMANO, M., 2011). Os
nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, &cidos graxos
poliinsaturados, proteinas, peptideos, aminodcidos, minerais, vitaminas e antioxidantes.

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA), regulamenta os Alimentos Funcionais através das resolugdes:
ANVISA/MS 18/99; ANVISA/MS 19/99, cujas defini¢cdes bdsicas sdo:

a) Resolucdo da ANVISA/MS 18/99 - Aprova o Regulamento Técnico que
estabelece as diretrizes bésicas para andlise e comprovagdo de propriedades funcionais e
ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999a).

b) Resolucdo da ANVISA/MS 19/99 - Aprova o Regulamento Técnico de
procedimentos para registro de alimento com alegacdo de propriedades funcionais e ou
de satide em sua rotulagem (BRASIL, 1999b).

Com 1isso, a alegacdo de propriedade funcional € aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano e a
alegacao de propriedade de saude é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de
uma relacdo entre o alimento ou ingrediente com uma doenca ou condi¢do relacionada a
saude. Logo, o alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saide
pode, além de fungdes nutricionais bdsicas, quando se tratar de nutriente, produzir
efeitos metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a saide, devendo ser seguro

para consumo sem supervisao médica (BRASIL, 1999a).
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Complementarmente, a Resolu¢do RDC n. 259/02 da ANVISA define alimento
como “toda substancia que se ingere no estado natural, semielaborada ou elaborada,
destinada ao consumo humano, incluidas as bebidas e qualquer outra substancia
utilizada em sua elaboragdo, preparo ou tratamento, excluidos os cosméticos, o tabaco e
as substancias utilizadas unicamente como medicamentos” (GERMANO, P. e
GERMANO, M., 2011).

No Brasil, para definir nutracéutico, pode-se utilizar a definicdo de substancias
bioativas, conforme a Resolu¢@o n. 2/02, que define como nutriente ou nao nutriente,
presente em fontes alimentares, que possui acdo metabdlica ou fisioldgica especifica no
organismo. Pode ser de origem natural ou sintética, desde que comprovada sua
seguranca para o consumo humano. Portanto, nutracéutico sdo produtos que possuem
uma forma concentrada de um ingrediente bioativo. Contudo, ndo se trata de um
alimento, mas de um ingrediente apresentado sob forma ndo alimentar, para ser
utilizado em doses superiores as encontradas nos alimentos usuais (GERMANO, P. e

GERMANO, M., 2011).

2.2 Palma forrageira (Opuntia ficus-indica)

Origindria do México a palma forrageira é uma cultura bem adaptada as
condi¢des adversas do semidrido. A espécie apresenta-se como uma alternativa
primordial para estas regides, visto que € uma cultura que apresenta aspecto fisiolégico
especial quanto a absor¢do, aproveitamento e perda de dgua, sendo bem adaptada as
condic¢des adversas do cendrio em questdo (NUNES, 2011).

Famosa como uma alternativa para a alimenta¢do dos animais durante o periodo
de estiagem, a palma também é consumida por parte da populacdo do semidrido
nordestino. Além de ser uma importante aliada nos tratamentos de satide, a palma € rica

em vitaminas A e C, complexo B e minerais como Célcio, Magnésio, Sédio e Potéssio

além de 17 tipos de aminoécidos (NUNES, 2011).



18

Figura 1. Cladédio de Palma forrageira (Opuntia ficus-indica).

Fonte: préprio autor

Podem ser introduzidos na alimentagdo humana os brotos da palma ou raquetes
jovens, denominados de verduras e o fruto da palma in natura ou processado
(REINOLDS e ARIAS, 2004). Na América Latina os cladédios ou raquetes da palma e
os frutos sdo frequentemente consumidos frescos ou processados, sendo que somente 0s
frutos frescos sdo mais difundidos no mercado Europeu e Norte-Americano
(FEUGANG et al., 2006)

A palma é uma planta cujos caules jovens, denominados cladédios, e seus frutos
sdo consumidos normalmente na dieta alimentar dos mexicanos. A mesma também €
utilizada na medicina tradicional, desde hd muitos anos, devido as suas propriedades
benéficas popularmente reconhecidas (antiulcerogénica, antiinflamatdria, cicatrizante,
hipoglicemiante, hipolipidémica, no tratamento de afec¢des respiratdrias, entre outras).
Estas propriedades t€ém suscitado o interesse de varios investigadores (MARTINS,
2011).

Os principais constituintes dos cladédios da palma sdo carboidratos complexos
(ex: fibras soltveis, celulose, mucilagem) (TROMBETTA et al. 2006). E relatado no
trabalho desenvolvido por Galati et al. (2001) e (2002) que extratos de cladddios da
palma tém o poder de protecdo da mucosa gastrica, através do qual podem prevenir as

ulceras gastricas. Estudos realizados por Garcia et al. (2004) apontam que o cacto tem
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uma capacidade de tamponamento que estd relacionado com os estudos acima. Ramirez
et al., (2006) salientam que a mucilagem do cacto acelera a restauracdo da mucosa

géstrica com gastrite alcodlica induzida em ratos.

2.3 Extrato liquido de Palma forrageira

A familia Cactaceae € caracterizada pela sua producdo de mucilagem. A
mucilagem é um hidrato de carbono complexo, parte da fibra dietética. Por esta e outras
razdes é um componente com excelentes perspectivas como um aditivo nio sé para a
inddstria alimentar, mas também para outras utilizacdes industriais (SAENZ;
SEPULVEDA e MATSUHIRO, 2004).

Os cladddios sao caules modificados e substituem as folhas na sua fungio
fotossintética. Sdo Orgdos suculentos e articulados com formato alongado ou ovodide
(30-80 cm de comprimento e 18-25 cm de largura). A parte interior dos cladddios é
formado por clorénquima, onde a fotossintese € realizada, e a parte central é formada
por um parénquima medular branco cuja fun¢do principal é o de armazenamento de
dgua. Existem células mucilaginosas em ambos, que armazenam mucilagem
(SUDZUKI, 1995 apud SAENZ; SEPULVEDA e MATSUHIRO, 2004).

Polissacarideos soliveis em &dgua, polimeros de cadeia longa com um peso
molecular elevado, estdo geralmente presentes em paredes celulares de plantas, com
uma variedade de estruturas. As composicoes de acordo com a estrutura do
polissacarideo sdo bastante diferentes devido a diferentes métodos de cultivo e regides,
embora os polissacarideos sejam obtidos a partir da mesma espécie (GONZAGA et al.,

2005).

Um extrato hidroalcodlico da casca do fruto da O. ficus-indica, conhecido como
figo da India, utilizado como substituto da vitamina E e antioxidante em margarina,
apresentou-se rico em compostos fenoélicos totais (1512,58mg GAE/ 100g DM). Com a
ajuda de um HPLC foi possivel identificar a presenca de 16 compostos entre acidos

hidroxibenzdicos, acidos hidroxicinamicos e flavonoides (CHOUGUI et al., 2015).
Zhong, et al. (2010) afirmam que o pd obtido de O. ficus-indica, originédria da
China, é amarelo e soltivel na maioria dos reagentes inorganicos (4cidos, bases e sais).

As reacdes cromogénicas com fenol — HySOy(c) e antrona - H,SOy(c) foram evidentes o
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que, segundo os autores, indica que a composicdo principal do pd era de
polissacarideos. Segundo o mesmo, a partir de andlises em HPLC, a constituicdo do
polissacarideo da O. ficus-indica é basicamente de glicose. Apds a hidrélise com H,SOy4
também pelo sistema HPLC foram detectadas ramnose, arabinose e glicose.

Como complemento desta pesquisa, uma caracterizagdo realizada por Diaz et al.
(2010), obteve rendimento da mucilagem de palma de 0,68% (base timida) e a andlise
por HPLC indicou a presenga de galactose, arabinose, xilose, dcido galacturdnico, e
glicose. Apresentando ainda em sua composi¢ao quimica em base seca: proteinas, calcio
e lipideos.

Em um estudo realizado por Zourgui et al. (2008), foi possivel constatar que o
pré-tratamento, 24 horas antes, com a menor dose do extrato de O. ficus-indica
administrada em camundongos (25 mg/kg) foi capaz de prevenir os efeitos nocivos da
zearalenona, uma micotoxina amplamente distribuida e encontrada em alta incidéncia
em muitos alimentos. Esta micotoxina j4 foi associada a varios distirbios reprodutivos
em diferentes animais, além de ser considerada hepatotéxica e hematotdxica. De acordo
com o autor o extrato dos claddédios do cacto impediu até 100% da peroxidacdo lipidica
induzida pelo tratamento com zearalenona em camundongos.

Ratos tratados com extrato de raiz de O. ficus-indica apresentaram uma
atenuacdo dose-dependente das alteracdes histopatoldgicas induzidas por etanol. Dessa
forma, evidenciando que o extrato metandlico de raiz de Opuntia ficus-indica f. inermis
(ORE), teve um efeito antioxidante e um efeito gastro-protetor sobre as lesdes gastricas
induzidas pelo etanol. Devido a riqueza do extrato em flavondides e compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro moderada, e sua atividade antiulcerosa potente
in vivo sugere-se que o extrato pode ter uma atividade antioxidante semelhante a
atividade antiulcerogénica da ranitidina, medicamento antitlceroso (ALIMI et al.,

2010).

De acordo com Ramirez et al., (2006) a administragao do extrato de cladédios de
palma (Opuntia ficu- indica) em ratos (Smg/kg de peso corporal por dia) no tratamento
de ulcera géstrica induzida por etanol 50%, apds 72 horas foi capaz de corrigir as
alteracdes encontradas na membrana plasmadtica, especialmente na sua composicao
lipidica, sugerindo que a mucilagem pode acelerar a reparacdo de lesdes da mucosa

gastrica de ratos submetidos a gastrite. O exame histolégico revelou que a acado
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principal da mucilagem na mucosa géstrica ferida era um efeito anti-inflamatdrio, que
parecia estar envolvido no restituicdo da integridade da mucosa. Galati, et al., (2002)
relataram que a mucilagem da palma contem dcido poligalacturbnico e
arabinogalactano, que podem interagir com macromoléculas ou pequenos ligantes da
mucosa gdstrica, aumentando a producdo de muco géstrico, fato analisado através da

avaliagdo histolégica da quantidade de muco por microscopia.

A administracdo do extrato também normalizou atividade da LDH (lactato
desidrogenase), porém somente apds 3 doses (24h, 48h e 72h), sugerindo que a
administracdo do extrato do cladédio de O. ficus indica, para animais com gastrite
induzida por etanol, poderia ndo apenas corrigir as alteragdes no plasma membranas,
mas também praticamente normalizar as atividades de algumas enzimas soliveis
presentes na fraccio citos6lica obtida a partir da mucosa gdstrica (RAMIREZ er al.,

2000).

2.4 Liofilizacao

Atualmente, tem crescido o nimero de adeptos a hdbitos de uma vida mais
sauddvel, porém em meio ao ritmo acelerado da vida cotidiana é cada vez mais
frequente a oferta de produtos prontos e/ou semi-prontos nos supermercados, incluindo
temperos, sopas, sobremesas, frutas e até ovo em pod. Entretanto, associados a estes
novos produtos sao necessdrios recursos tecnolégicos para que junto a praticidade, haja
também uma preservacdo dos nutrientes, aliando seguranc¢a alimentar com a extensdo da
vida de prateleira.

A secagem de frutas € empregada para melhorar a estabilidade através da
diminui¢do da atividade de dgua de modo a minimizar reagdes quimicas e enzimaticas
que ocorrem durante o armazenamento do material, assim como agregar valor e
diminuir os desperdicios pos-colheita (MARQUES, 2008).

A liofilizagdo é um processo de desidratacdo de produtos em condi¢des de
pressdo e temperatura pré-definidos tais que, a dgua previamente congelada, passa do
estado sélido para o estado gasoso por sublimacdo. Como esse processo € realizado a
baixa temperatura e na auséncia do ar atmosférico, permite-se que as propriedades

quimicas e sensoriais inerentes ao alimento praticamente nao se alterem (MENEZES et

al., 2009).
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O processo de liofilizagdao é considerado o melhor método de secagem para
materiais termossensiveis e para a obtencdo de produtos desidratados com elevada
qualidade. Consequentemente, esta técnica tem sido empregada principalmente na
desidratacdo de materiais com elevado custo comercial como as frutas tropicais
(MARQUES, 2008).

Mesmo a liofilizacdo sendo um processo muito suave é possivel que antes do
processo de desidratag¢do, durante a preparacdo de dispersdes em dgua ocorra a hidrélise
ou oxidacdo de compostos de interesse, devido a presenca do oxigénio ambiente. No
entanto no estudo feito por Laine, ef al. (2008) ndo houve grandes mudancas em termos
de conteudo do polifenol, nem tampouco mudangas visiveis de coloracdo, relacionada a
presenca do polifenol analisado, ndo perdendo, assim, seu potencial antioxidante
durante o armazenamento. Porém o efeito protetor em relacdo aos fendlicos ndo foi
associado somente a desidratacdo, mas também a outros fatores relacionados a matriz de
maltodextrina utilizada nas microcapsulas.

Em comparagdo com os produtos obtidos através de outros métodos de
desidratacdo, frutos liofilizados t€m uma estrutura mais porosa, bem como maior
retencdo de sabor e aroma. A Alta porosidade facilita a re-hidratacdo com dgua ou
outros solventes adequados (CEBALLOS, et al., 2012). Produtos liofilizados tendem a
ser altamente higroscdpicos, porém essa higroscopicidade pode ser reduzida pela adicdo
de adjuvantes como a goma ardbica e a maltodextrina. Esses produtos t€ém a capacidade
de aumentar a estabilidade, agindo como uma barreira na absorcdo de dgua (COCK,
MUNOZ E APONTE, 2015).

Alimentos em p6 com altas higroscopicidades promovem um fendmeno
conhecido como caking, que dificulta a utilizacdo desses produtos (CARLOS et al.,
2005). A higroscopicidade de um alimento esta ligada a sua estabilidade fisica, quimica
e microbioldgica; desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento do
comportamento higroscopico desses produtos (OLIVEIRA et al., 2012).

Alimentos que contenham muitos agucares, tais como sacarose, glicose e frutose
sdo, geralmente, muito higroscépicos. Esses agucares sdo responsdveis por fortes
interacOes com moléculas de dgua principalmente quando se apresentam no estado

amorfo. A liofiliza¢do de sucos de frutas produz pds com altas quantidades de acticares
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amorfos sendo, portanto, responsdvel pela elevada higroscopicidade desses pds
(CARLOS et al., 2005).

Adjuvantes de secagem podem ser misturados aos sucos ou polpas de frutas com
a finalidade de reduzir a higroscopicidade dos pds obtidos. A maltodextrina € um
adjuvante muito utilizado na obtencdo de alimentos em pd, incluindo aqueles que
passam pela liofilizacdao. Apesar da adi¢do da maltodextrina conferir maior estabilidade
ao po, o mesmo nao deve ser exposto aos ambientes com elevadas umidades relativas,
sendo recomendado o uso de embalagens impermedveis ao vapor de dgua (OLIVEIRA
etal., 2014).

A maltodextrina € um polissacarideo com peso molecular médio de 1800 g/mol,
contribui nutricionalmente com 4 calorias por grama. Pode ser obtida por hidrélise
parcial, dcida e/ou enzimética do amido, batata, arroz ou milho. Foi reconhecido pela
FDA como GRAS (substincia geralmente reconhecido como segura). Sua composi¢ao
quimica compreende unidades de p-glicose unidas por liga¢des a-(1-4) e com um baixo
namero de ligagdes a-(1,6). E caracterizada por ter entre 2 e 20 equivalentes de dextrose
(DE). Para o processo de microencapsulacdo as maltodextrinas DE 10-20 foram
classificadas como mais eficazes (LOPERA et al.,2009).

Esse material é pouco higroscopico e por essa razdo tem aplicacdo nos produtos
onde ganhos significativos de umidade sio indesejiveis. E normalmente usado em
sistemas alimenticios para controlar a cristalizacao de sacaroses e dextroses. A presenca
da maltodextrina ird impedir que estes dois acucares se aglomerem e formem uma
estrutura endurecida. As maltodextrinas sdo especialmente adequadas para desidratacdo
de sucos de frutas (PEDRO, 2009).

Um estudo com o objetivo de se obter ubaia desidratada pelo processo de
liofilizacdo realizado por Oliveira et al. (2010), apresentou uma reducido no teor de
umidade equivalente a 78,22%, uma vez que a fruta in natura apresentou umidade
inicial de 92,47%, decrescendo para 14,25% ap0s a liofilizacdo. A determinacdo de
umidade é uma das medidas mais importantes e utilizadas na andlise de alimentos. O
teor de umidade de um alimento estd relacionado com sua estabilidade, qualidade e
composi¢do, e pode afetar o armazenamento, embalagens e processamento (CHAVES et

al., 2004).
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Através da técnica de liofilizacdo € possivel obter produtos termossensiveis mais
compactos e homogéneos, deixando-os mais leves e facilitando alguns processos como
armazenamento e transporte, fator que proporciona uma maior drea de distribuicao,

além de aumentar a vida de prateleira desses produtos.

2.5. Sistema gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é dividido em por¢do superior, delimitado a boca,
esofago e estdbmago, por uma porcdo mediana, constituindo o intestino delgado e uma
porcdo inferior, representada por ceco, colén e reto. Compreendido de varias camadas
dentre elas: mucosa, submucosa, muscular (fibras lisas e longitudinais) e serosa
(PORTH, KUNERT, 2004). Apresenta como funcdes principais: a secre¢do géstrica,
émese, motilidade do intestino, expulsdo de fezes, formagdo da bile e suprimento de
agua, eletrdlitos e nutrientes para o organismo, sendo estas controladas por um sistema
neuro-hormonal (RANG, et al., 2004).

Dentre os 6rgdos que compreendem o TGI, o estomago € dos que apresenta
maior dilatacdo, possuindo uma capacidade para armazenamento de 1,5 a 2,5 litros
(HAMILTON, 1982). O estbmago € um 6rgao que exerce papel importante na digestao
e absor¢do dos alimentos por meio da secrecdo de 4cidos, enzimas digestivas, muco e
bicarbonato que sdao importantes para a continuidade da digestdo dos carboidratos
iniciada na boca, transformando o bolo alimentar em uma massa viscosa (quimo), para o
inicio da digestdo das proteinas pela acdo da pepsina e para o controle na absor¢io de
agua, nutrientes e eletrélitos JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; KOEPPEN; STATON,
2009).

Apesar das altas concentracdes de acido cloridrico, as células estomacais nao
sofrem lesOes e isso se deve a inumeros fatores protetores da mucosa géstrica.
Fisiologicamente, hd um equilibrio entre os fatores agressores da mucosa, 4cido
cloridrico e pepsina, e os fatores protetores como o muco, bicarbonato, proliferacdao
celular, prostaglandinas, mediadores gasosos (6xido nitrico e sulfeto de hidrogénio) e
um neuropeptideo (peptideo relacionado ao gene da calcitonia — CGRP) (WALLACE,
2008).
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2.6. Lesao por etanol e mecanismos de protecao gastrica

De acordo com Gomes (2009), constantemente, a superficie da mucosa do
estobmago € exposta a estimulos lesivos como drogas, toxinas bacterianas, proteinas
heter6logas e suco géstrico. Estes estimulos lesivos determinam o aparecimento de uma
reacdo inflamatdria coordenada por vérios mediadores liberados por células do epitélio
e da lamina prépria, tendo como consequéncia final o desenvolvimento de lesdes na
mucosa e o aparecimento de doengas como, por exemplo, gastrite e Ulcera péptica.

O etanol é uma toxina entérica que afeta a estrutura e funcao de vérios elementos
do trato gastrintestinal além de causar efeitos no sistema nervoso central. No estdbmago,
o etanol aumenta a secre¢do gastrica de acido levando a um estresse oxidativo com a
deplecdo da glutationa reduzida (GSH) que influencia a atividade da musculatura e
reduz o fluxo sanguineo, aumentando os riscos de hemorragias e ulceracdes (BODE e
BODE, 2000; MACMATH TL, 1990; SANTOS e RAO, 2001 apud GOMES, 2009).

As doencas do trato gastrintestinal, relacionadas ao consumo excessivo de etanol
ou drogas antiinflamatérias ndo esteroidais, possuem um importante papel na
gastroenterologia clinica, sendo o foco da farmacoterapia atual a descoberta de
mecanismos de defesa da mucosa para acelerar a cicatrizagdo/cura destas patologias
(CHAMBERLAIN, 1993 apud GOMES, 2009).

A ulcera péptica é considerada uma patologia heterogénea de etiologia
multifatorial, com isto ha um maior indice de incidéncias ocasionando
representatividade na economia global (BUCCIARELLI et al., 2010). A sua prevencao
e cura sdo um dos desafios mais importantes da medicina, pois esta patologia € de
ocorréncia mundial (CALAM; BARON, 2001; SUNG; KUIPERS; EL-SERAG, 2009).
A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estima que 4,5% da carga global de doencas e
lesdes e 4% de todas as mortes do mundo sdo atribuidas ao consumo excessivo de
etanol (OMS, 2011)

A etiologia da ulcera géstrica ainda nao esté totalmente elucidada. Fato conhecido
€ que ocorre um desequilibrio entre os fatores agressores (secre¢ao de dcido e pepsina) e
os fatores citoprotetores da mucosa gastrica (secre¢ao de bicarbonato, secrecao de muco
e producdo de prostaglandinas) (BORRELLI e IZZ0O, 2000). Tendo os agressores
enddgenos e exdgenos uma acdo que aumenta a permeabilidade do 4cido, favorecendo

uma cadeia de eventos, iniciando uma lesdo direta 4 mucosa, ocasionando uma
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destruicio da submucosa e, por conseguinte alteracdes mais intensas (TWEDT,
MAGNE, 1992).

O desequilibrio entre os fatores de protecdo e agressores leva também ao acimulo
excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células, especialmente o anion
superéxido (O,e-), o radical hidroxil (OHe) e o peréxido de hidrogénio (H,O,)
acarretando em um estresse oxidativo. (M@LLER et al., 2007).

Dentre os produtos da peroxidacio de 4dcidos graxos poliinsaturados pelos radicais
livres o malondialdeido (MDA) € o principal e o mais estudado, sendo considerado um
indicador de estresse oxidativo e pode ser medido em condicdes ulcerativas e
inflamatorias do trato gastrointestinal. O MDA provoca efeitos bioldgicos potentes
sobre as proteinas, DNA, lipoproteinas, e colagéno (RIO et al., 2005).

Na defesa contra os fatores agressores e para evitar danos oxidativos, a mucosa
gdstrica conta com a acdo de um sistema antioxidante contra os danos causados pelos
radicais livres, onde a concentracdo das EROs deve ser mantida em niveis ndo t6xicos
por meio de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (M@LLER et al.
2007). Os antioxidantes endégenos enzimaticos sdo os responsdveis pela defesa e reparo
das lesdes provocadas pelas EROs no organismo, e os principais sdo, as enzimas
super6xido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa reduzida (GSH) que removem cataliticamente as substancias reativas
(VASCONCELOQS et al., 2007). Ja os antioxidantes ndo enzimdticos compreendem a
segunda linha, constituida de compostos de moléculas quimicas pequenas, como
vitaminas, 4acido durico, flavonoides da dieta, carotenoides e a glutationa (GSH)
(CNUBBEN et al., 2001).

A glutationa (GSH) € um tripeptideo composto de gluatamato, glicina e cisteina.
Este composto exibe um grande nimero de func¢des essenciais para a célula, incluindo
transporte de aminodécidos, catdlise enzimdtica e protecio contra os efeitos danosos dos
radicais livres endégenos e metabdlitos toxicos (MEISTER, 1991; ROSS, 1988). A
atividade antioxidante do GSH € mediada por dois mecanismos: primeiro, o GSH pode
diretamente remover radicais livres oriundos do estresse oxidativo promovido pela acao
danosa do etanol; segundo, o GSH pode funcionar como um substrato para a glutationa
peroxidase (GPx), eliminando peréxido de hidrogénio e hidroperdxidos no citosol e

mitocondrias (ROSS, 1988). Algumas substancias capazes de causar injirias na mucosa
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gdstrica, como o etanol, estdo associadas a uma diminuicdo dos niveis de GSH,

enquanto os agentes conhecidos por causar prote¢cdo na mucosa gastrica, como as

prostaglandinas, aumentam a concentragdo de GSH (MIZUI e DOTEUCHI, 1986).

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo geral obter o extrato dos cladédios da palma

forrageira (Opuntia ficus-indica) e avaliar sua atividade antioxidante no modelo

experimental de lesdo géstrica induzida por etanol 50%.

3.2. Objetivos Especificos

Obter o extrato liofilizado dos cladddios de palma (Opuntia ficus-indica) e
selecionar o processo de extracdo mais vidvel em funcdo do rendimento em

massa total.

Analisar a toxicidade do extrato liofilizado in vitro através do ensaio de MTT.

Caracterizar os principais constituintes do extrato, como polifendis, aminodcidos
e carboidratos, através das andlises de cromatografia liquida e ressonincia

magnética nuclear.

Realizar a encapsulacdo do extrato, utilizando como material de parede a
maltodextrina, e caracterizar fisicamente as capsulas obtidas através de andlises

fisicas e Microscopia Eletronica de Varredura.

Avaliar o efeito antioxidante do extrato obtido no modelo de lesdo géstrica
induzida por etanol 50%, in vivo, em ratos Wistar através da dosagem de

malondialdeido e glutationa no tecido gastrico.

4. Material e Métodos
4.1. Obtencao da matéria-prima

Os cladddios de palma foram selecionados de acordo com o tamanho, ndo

ultrapassando 22 cm no sentido longitudinal, sendo colhidos durante o periodo da
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manha na plantacdo de palma forrageira pertencente ao Departamento de Zootecnia da

Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ceara.

4.2. Obtencao do extrato de palma forrageira (Opuntia ficus-indica) em po e teste

de rendimento em massa

Para o teste de rendimento foi avaliado primeiramente o efeito da quantidade de

dgua 2:1 ou 1:1 (palma:agua), utilizada na obten¢do do extrato, Figura 2. O extrato foi

obtido a partir de uma adaptacido da metodologia apresentada por Ramirez et al (2006).

Figura 2. Fluxograma de obten¢do do extrato de Palma forrageira.
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Os cladédios de palma foram sanitizados em dgua clorada (200 mg/L),

congelados a -18°C em camara de congelamento, durante tempo indeterminado e
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cortados em pedacos de cerca de 2 cm? (Figura 3). Para a obtencdo do extrato liquido
(Figura 4), os cladddios cortados e a dgua destilada foram pesados separadamente e
posteriormente adicionados em beckers nas propor¢des 2:1 e 1:1 (palma:4gua), sendo as
misturas deixadas em repouso por 24h a temperatura de ambiente. Uma segunda
extracdo foi feita com o mesmo material, logo apds a retirada do extrato liquido obtido
na primeira extragao, permanecendo estas amostras em contato com a dgua, nas mesmas

propor¢des, por mais uma hora.

Figura 3. Cladédio de palma cortado em cubos de aproximadamente de 2 cm? em
repouso em dgua destilada.

Fonte: préprio autor

Figura 4. Extrato liquido da palma forrageira.

Fonte: préprio autor
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Ap0s as duas etapas do processo de extracao, os extratos foram misturados e em
seguida congelados em Ultrafreezer Sanyo modelo MDF-U33V a -80° C e
posteriormente liofilizados (marca Liotop, modelo LP-510) em ciclo de 30 horas e
temperatura final do produto de 30° C. Os extratos em p6 obtidos (Figura 5) foram entio
pesados para o cdlculo do rendimento em relacdo ao peso inicial de Palma utilizada. Os

resultados foram avaliados por andlise de variancia e teste F.

Figura 5. Extrato liofilizado de palma forrageira.

Fonte: préprio autor

Foi também avaliado o efeito da agitacdo do sistema sobre o processo de
extracdo. A extracdo foi realizada em duas etapas, conforme procedimento
anteriormente citado, porém com os beckers sob agitacdo. Neste teste os cladodios
cortados em pedacos de 2 cm? foram adicionados em becker na proporcdo 1:1
(palma:dgua) por 24 horas, para a primeira etapa, e posteriormente por mais 1 hora para
a segunda etapa da extra¢do. Durante o processo o material ficou sob agitacdo de 80
rpm a 25° C em incubadora (Tecnal modelo TE-420). O resultado foi posteriormente

comparado com o obtido pelo processo de extracdo realizado em estado de repouso.
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4.3. Analise de viabilidade celular através do ensaio de MTT in vitro.
4.3.1. Ensaio de MTT

O ensaio de MTT baseia-se na reducao celular de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol,
2-yl)- 2,5-diphenyl-212 tetrazolium bromide] e foi realizado de acordo com Mosmann
(1983). A quantificagdo da reducdo de MTT constitui em um método colorimétrico
simples para avaliar a viabilidade celular. Apdés redugdo, formam-se cristais de
formazan, de cor azul, que ao serem dissolvidos absorvem na regido do visivel, podendo
desta forma ser quantificados por espectrofotometria. A redu¢ao do MTT ¢€ feita através
de desidrogenases celulares, portanto, pode-se avaliar a capacidade redutora da célula
através deste método (MOSMANN, 1983).

Neste ensaio, os sobrenadantes das culturas celulares (cultura epitelial intestinal
IEC-6), contendo ou ndo os agentes testados, foram removidos e as células foram
mantidas numa solu¢ao de MTT (5 mg.mL!) em Meio de Krebs, durante 20 min, a
37°C, no escuro. Apds esta incubacgdo, os cristais de formazan, resultantes da reducdo
do MTT, foram dissolvidos numa solu¢do de dimetilsulf6xido (DMSO) e o valor de

absorbancia foi medido a um comprimento de onda de 570 nm.

4.3.1.1. Solugoes

- Meio salino de Krebs (em mM): 132 NaCl, 4 KCl, 1,2 Na,HPOy, 1,4 MgCl,, 6
glicose, 10 Hepes, 1 CaCl,, pH 7,4

- MTT: 0,5 mg/ml em meio salino de Krebs (proteger da luz)

- DMSO

4.4. Identificacao de metabdlitos primarios a partir de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamento (Agilent DD2 de 600
MHz para nucleo de 'H) e equipado com uma sonda (One Probe) de 5 mm de didmetro
interno (H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z“, com o
objetivo principal de identificacdo de metabdlitos primarios (agicares e aminoacidos).
As amostras foram preparadas dissolvendo-se 5 mg de extrato de cladédio palma (OFI)

liofilizado em 500 pL de 4gua deuterada. Os espectros unidimensionais de 'H tiveram
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um tempo de espera entre cada aquisicdo de 5 s, ganho de 20, aquisi¢cdo de 128
transientes em uma janela espectral de 22 ppm e 66k de nimero de pontos. Para auxiliar
na atribui¢do dos sinais, foram realizados experimentos bidimensionais de gHSQC com
56 transientes, um tempo de espera em cada aquisi¢cdo de 1 s, janela em F1 de 200 ppm

e em F2 de 16 ppm, com nimeros de pontos em F1 de 200 e F2 de 1974.

4.5. Identificacdo de metabélitos primarios e secundéarios a partir do UPLC-ESI-
QTOF-MS/MS (QTOF)

As andlises foram realizadas num sistema Waters Acquity UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography), acoplado a um analisador Time-of-Flight (TOF,
Waters Micromass LCT), e espectrometria de massa equipado com uma interface
electrospray (ESI). A amostra passou por separagdes realizadas em Coluna C18 (Waters
Acquity UPLC C18, 100 milimetros x 2,1 milimetros, 1.7um). Tendo como objetivo
principal a identificacdo de metabdlitos secunddrios (compostos fendlicos), onde os
perfis dos metabdlitos nos extratos foram obtidos inicialmente por um gradiente
exploratério, sendo as fases moveis: HyO (A) e acetonitrila (B), cada uma destas
contendo 4cido foérmico (0,1% v/v). As amostras foram submetidas ao seguinte
gradiente exploratério: 2 —95%. A vazdo de 500 uL min™.

As andlises de cada extrato foram realizadas em modos de ionizacdo positivo (PI)
e negativo (NI) no intervalo de 100 — 1200 Da com o tempo de aquisi¢ao de 0,1 segundo,
no modo centroide. As condi¢cdes ESI foram definidas da seguinte forma: tensdo capilar
2800 V, tensdo cone 40 V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura dessolvacao 330 °C,
fluxo de gds de cone de 20 L h', o fluxo de gis dessolvatacio 600 L h”, e MCP

(microcanais tensdo da placa) — detector a 1900 V.

4.6. Enzimas antioxidantes e Atividade Antioxidante Total.

4.6.1. Obtengdo do extrato enzimdtico

Como extrato enzimético foi utilizado uma aliquota de 200 mg do extrato de
palma, diluidos em 10 mL de tampao fosfato de potéssio 0.1M (pH 7,0), contendo acido

etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) 0,1 mM, e centrifugados a 3248 g por 40 minutos
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a 4 °C para determinar o conteido de proteinas totais e a atividade das enzimas

antioxidante (OLIVEIRA, 2012).

4.6.2. Proteinas soliiveis totais

O contetido de proteinas soldveis totais foi determinado segundo Bradford
(1976) utilizando como padrao albumina sérica bovina — BSA - (SIGMA). Aliquota de
0,1 mL do extrato de palma foi adicionada a 1 mL do reagente de Bradford e
homogeneizado utilizando agitador de tubos tipo Vortex. Apds 15 minutos de reagdo, as
leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (Pharmacia, modelo
Biotech Ultrospec 2000) a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de proteina.

g'1 de extrato em po.
4.6.3. Atividade da dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superéxido (SOD) (EC 1.15.1.1) foi determinada
segundo Giannopolitis € Ries (1977) baseada na fotorreducao do azul de nitrotetrazolio
(NBT) pela luz na presenca de riboflavina e metionina. Aliquota de 0,05 mL do extrato
de palma em p6 foi diluido em 1 mL do tampao fosfato de potdssio a 50 mM, (pH 7,8)
contendo EDTA 0,1 mM e metionina 19,5 mM. Na auséncia de luz, foram adicionados
0,15 mL de NBT 750 mM e 0,3 mL de riboflavina 10 mM. A mistura de reacdo foi
exposta a luz sob uma lampada fluorescente de 20 W por 15 minutos e a absorbancia
monitorada espectrofotometricamente a 560 nm. Os resultados foram expressos em
UAE. mg"' de proteina, considerando que uma unidade de atividade enzimatica da SOD
(UAE) € definida como a quantidade da enzima requerida para promover 50% de

inibi¢do da taxa de fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

4.6.4. Atividade da Catalase

A atividade da catalase (CAT) (EC 1.11.16) foi determinada conforme método
descrito por Beers Junior e Sizer (1952), com base na reducdo do perdxido de
hidrogénio (H202). Em banho-maria a 30 °C, 1,42 mL do tampao fosfato de potassio 0,1
M (pH 7,0), contendo EDTA 0,1 mM, foi aquecido durante 5 minutos. Apds

aquecimento foram adicionados 0,06 mL de H202 0,5 M e 0,02 mL do extrato de palma
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em po, iniciando a reacdo. A atividade da CAT foi monitorada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm durante 10 minutos e quantificada utilizando o coeficiente de
extin¢ao molar do H202 (36 M. em™). Os resultados foram expressos em umol H20:.

-1 , - -1
mg  de proteina. min" .

4.6.5. Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada pelo método ABTS
conforme metodologia desenvolvida por Re et al. (1999) adaptada por Rufino et al.
(2006). A técnica envolve a producdo direta do radical crom6foro ABTS™ através da
reagdo de oxidagdo entre a solu¢do ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) 7 mM com a solugdo de persulfato de potassio 140 mM mantida no escuro a
temperatura ambiente por 16 horas antes de ser utilizada. A solu¢io ABTS™ foi diluida
em etanol absoluto para uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm.

A AAT foi avaliada com base em uma curva padrdo linear utilizando como
antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-4cido
carboxilico (Trolox, Sigma) a 2000 uM, preparado com etanol absoluto, utilizando
concentracdes entre 100 e 2000 uM. Em ambiente escuro, aliquota de 0,03 mL da
solu¢do do Trolox foi adicionada a 3 mL da solugio ABTS™. As absorbancias foram
medidas em espectrofotdmetro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 734 nm,
6 minutos apos a adi¢cdo da solugdo do radical. A partir dessa curva foi obtida a equacao
1, da qual calculou-se a absorbancia referente a 1000 uM de Trolox.

Utilizando o extrato obtido foram preparadas trés concentracdes: 100.000,
50.000 e 25.000 mg/L. Seguindo os mesmos procedimentos utilizados na determinacdo
da curva padrdo do Trolox uma equagdo linear 2, também foi obtida. A AAT das
amostras foi calculada substituindo na equagdo 2 a absorbancia equivalente a 1000 uM
de Trolox. Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao

Trolox (TEAC) (uM Trolox/g de amostra em po).
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4.7. Analises do extrato de palma encapsulado com maltodextrina
4.7.1 Fluxograma de obtencao

Ap6s a escolha do processo de extragdo com melhor rendimento (proporc¢ao
palma:dgua 1:1), foi adicionada maltodextrina de milho (DE 20, grau alimenticio -
Cargil) ao extrato de palma como material de parede para formacgao das capsulas.

A encapsulagdo com maltodextrina segue conforme fluxograma de obten¢do do
extrato de palma forrageira apresentado na Figura 2, com uma alteragdo apds a obtenc¢do
do extrato liquido, onde ocorre a adicio da maltodextrina. Com a ajuda de um
refratdmetro (ATAGO, modelo Pal-3), foram calculados os Sélidos Soliveis dos
extratos liquidos, para que fosse possivel calcular o percentual de maltodextrina a ser
adicionado. De acordo com o teor de sélidos soliveis da amostra, a maltodextrina foi
adicionada nas proporcdes 1:1, 2:1 e 3:1 (maltodextrina:sélidos soliveis). Cada mistura
foi homogeneizada com a ajuda de um Ultraturrax (Tecnal modelo TE-120) na
velocidade 4 durante 7 minutos (Adaptado de SAENZ er al., 2009). A solugdo foi entdo

congelada a -80° C e posteriormente liofilizada como mostra o fluxograma da Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma de obten¢ao do extrato de palma forrageira adicionado de maltodextrina.
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Fonte: préprio autor

4.7.2 Umidade

A andlise de umidade foi realizada em balanca determinadora de umidade da

(marca MARTE, modelo ID50).

4.7.3. Higroscopicidade

A anélise de higroscopicidade foi determinada por meio da pesagem de 1,0 g
de p6 posteriormente espalhado uniformemente sobre uma placa de Petri colocada em
dessecador por 90 min, segundo Goula e Adamopoulos (2008), sob condi¢des de 24 °C
e 75% de umidade relativa utilizando solucdo saturada de NaCl. E calculada por meio

da Equacao 1:
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X
H=——.100 Equacdo 1.
Ua

Onde, H = higroscopicidade (g de 4gua absorvida/100g de sélidos); X = massa de dgua

absorvida (g); U = umidade do p6 em base seca (g/g); a = massa da amostra (g).

4.7.4. Grau de Caking

Ap6s a determinacdo de higroscopicidade, a amostra imida foi levada a estufa a
vacuo de 70 °C, com pesagens até peso constante. Apds o resfriamento em dessecador,
a amostra foi pesada e transferida para peneira com abertura de 500 um e agitada por 5
min em agitador de peneiras eletromagnético (Bertel) sob agitacdo média. O peso do pd
retido na peneira foi pesado e o grau de caking calculado segundo Goula e

Adamopoulos (2008), conforme Equacao 2:

C_ll]l].a
b

Equacdo 2.

Onde, GC € o grau de caking (%), a € a massa do p6é que ficou retido na peneira apds

agitacdo (g), e b € a massa de p6 utilizado na peneiracao(g).

4.7.5. Estudo da morfologia do extrato encapsulado através da Microscopia
eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia e microestrutura do extrato encapsulado foram observadas através
de microscopia eletronica de varredura (MEV), Microscopio Inspect F50, sendo
realizada na Central Analitica da UFC. O microscépio utilizado possui trés
computadores acoplados ao mesmo. O computador da esquerda (Figura 7) é o
responsavel pelo suporte ao programa de Litografia de elétrons (Raith); o computador
central suporta a Microanalise de raios-X (Oxford); e o computador da direita suporta o

programa béasico de controle do microscépio (FEI).
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Figura 7. Computadores usados na operagao do microscépio Inspect
F50.

Fonte: Central Analitica — UFC.

Com a ajuda de fita colante as amostras sdo fixadas em “stubs”. As amostras
foram entdo, metalizadas com ouro pelo sistema Quorum® Q150T ES e posteriormente

inseridas nos orificios do porta-amostra, Figura 8.

Figura 8. Insercao dos “stubs” no porta-amostra.

Fonte: Central Analitica — UFC.
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As andlises in vivo foram realizadas com o extrato de palma encapsulado

conforme fluxograma da Figura 9.

Figura 9. Fluxograma da inducdo da lesdo géstrica com etanol 50% em ratos Wistar.
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5.1. Animais
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Para o estudo in vivo foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, pesando

entre 180 e 220 g. Eles foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura de

22 + 2°C num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais foram privados de alimento por

18h antes dos experimentos, tendo acesso livre a dgua. Os ratos foram fornecidos pelo

Biotério Central da Universidade Federal do Ceara — UFC e pelo Biotério Setorial do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC. Os protocolos experimentais estao

de acordo com os padrdes de uso de animais experimentais e esse estudo foi enviado
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para apreciagio do comité de Etica em Pesquisa animal da UFC, sendo aprovado com o

protocolo nimero: 31/2015.

5.2 Grupos de animais

Os animais foram divididos em 6 grupos com 6 animais cada:
Grupo controle: os animais foram tratados com salina (0,5 mL via oral);
Grupo etanol: os animais receberam solugdo de etanol 50% (0,5 mL v.o0).

Grupo extrato (1 mg/Kg) e tlcera péptica induzida por etanol: os animais
receberam 0,5 mL via oral de 1 mg/Kg de extrato de palma diluidos em 0,5 mL de H,0

cada. Ap6s 30 minutos receberam etanol 50% (0,5 mL v. o.).

Grupo extrato (3 mg/Kg) e tulcera péptica induzida por etanol: os animais
receberam 0,5 mL via oral de 3 mg/Kg de extrato de palma diluidos em 0,5 mL de H,0

cada. Apds 30 minutos receberam etanol 50% (0,5 mL v. o.).

Grupo extrato (10 mg/Kg) e tlcera péptica induzida por etanol: os animais
receberam 0,5 mL via oral de 10 mg/Kg de extrato de palma diluidos em 0,5 mL de H,0

cada. Ap6s 30 minutos receberam etanol 50% (0,5 mL v. o.).

Grupo maltodextrina e ulcera péptica induzida por etanol: A maltodextrina foi
testada na propor¢do equivalente a 3 mg/Kg do extrato de palma puro, no extrato
encapsulado com maltodextrina. Logo, na proporcao (2:1), extrato: maltodextrina,
respectivamente, para se obter 3 mg do extrato, sdo necessarios 9 mg do encapsulado,
ou seja, sdo utilizados nesse caso, 6 mg de maltodextrina. Sendo assim, para avaliar se a
maltodextrina interfere, no que se diz respeito a acao antioxidante, do extrato de palma
encapsulado, os animais receberam 0,5 mL da solu¢do de maltodextrina (6 mg/Kg, v.0).

Ap6s 30 minutos receberam etanol 50% (0,5 mL v. o.).
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5.2. Efeito do extrato de palma (Opuntia ficus-indica) no modelo de lesao gastrica

por etanol em ratos

Os ratos foram tratados com salina, extrato de palma 1 mg/Kg, 3 mg/Kg e 10
mg/Kg, e maltodextrina (6 mg/Kg) por gavagem. Apds 30 min foi administrado etanol
50% (0,5 mL/Kg), também por gavagem. Os animais foram sacrificados 1 hora depois
por deslocamento cervical e os estdmagos foram removidos e abertos ao longo da
grande curvatura. Em seguida, os estdbmagos foram fotografados com camera digital
para posterior analise das alteragcdes macroscopicas com uso de um programa de
planimetria computadorizada (Image J). Posteriormente, amostras do estdomago foram
retiradas, pesadas e congeladas a -80 °C, para determinagcdo das dosagens de grupos
sulfidrilas da glutationa (GSH) e malonildialdeido (MDA). Uma outra amostra de tecido
foi retirada e colocada em formol 10% e apdés 24h armazenada em etanol 70% para

analise histopatoldgica (KO e CHO, 1998).

5.3. Analise histopatologica da mucosa gastrica de ratos tratados com extrato de
palma (Opuntia ficus-indica) encapsulado no modelo de lesdo gastrica por etanol

em ratos

Para a avaliacdo histopatolégica, uma amostra da mucosa géstrica dos ratos foi
fixada em uma solucdo de formaldeido 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em
seguida as amostras foram transferidas para uma solugdo de etanol 70%, onde
permaneceram até a realizacdo dos procedimentos histoldgicos. Inicialmente, as
mucosas foram seccionadas e embebidas em parafina. Seccdes de 4 micrometros foram
removidas da parafina, colocadas numa lamina e coradas com hematoxilina-eosina e em
seguida examinadas através de um microscopio Optico. As amostras foram avaliadas de
acordo com os critérios de Laine e Weinstein (1988). Em sintese, foi avaliada perda de
células epiteliais (escores de 0 a 3), edema na superficie da mucosa (escores de 0 a 4),
lesdo hemorrégica (escores de 0 a 4) e infiltracdo de células inflamatdrias (escores de 0
a 3), sendo 14 o escore maximo. Toda a avaliacdo histopatoldgica foi realizada através

de um estudo cego por um histopatologista experiente.
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5.4. Determinaciao da concentracao de glutationa (GHS) na mucosa gastrica de
ratos tratados com extrato de palma (Opuntia ficus-indica) encapsulado e no

modelo de lesdo gastrica por etanol em ratos.

A dosagem de GSH foi realizada através determinacdo dos grupos sufidrilicos
nio protéicos (glutationa) das amostras de tecidos gastricos de ratos submetidos aos
tratamentos anteriores citados, de acordo com a metodologia descrita por Sedlak &
Lindsay (1968). A determinacdo do GSH baseou-se na reacdo do DTNB, com o tiol
livre originando o 4cido 2-nitro-5-tiobenzodico. Inicialmente, 50-100 mg da mucosa
géstrica foi homogeneizado em EDTA 0,02 M (1 ml/100 g de tecido) gelado. A uma
aliquota de 400 pul do homogenato foi adicionado 320 ul de dgua destilada, e 80 ul de
acido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida o material foi centrifugado a 3000 rpm
por 15 minutos, seguido de agitacdo e filtracdo. Depois de centrifugado, 400 ul do
sobrenadantes foram misturados a 800 ul de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e, por fim, foi
adicionado 20 ul de DTNB (5,5°-dithio-bis -2- &cido nitrobenzéico) a 0,01M. O
material foi entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia foi determinada a 412 nm,
em espectrofotdmetro. A concentragdo de GSH/g de tecido foi determinada a partir de
uma curva padrio de glutationa reduzida, processada de maneira semelhante. Os

resultados foram expressos em pg de GSH/g de tecido.

5.5. Determinacio da concentracio de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica
de ratos tratados com extrato de palma (Opuntia ficus-indica) encapsulado no

modelo de lesdao gastrica por etanol em ratos.

O método mais empregado € baseado na sua reagdo com o 4cido tiobarbitirico
(TBA). Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma
molécula de MDA para formar uma solu¢@o de cor rosa, que tem absorbancia mixima
em pH 4cido em 532 a 535 nm. Os niveis de malondialdeido na mucosa géstrica foram
determinados pelo método de Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos da mucosa
gastrica de ratos submetidos aos tratamentos citados anteriormente foram
homogeneizados com KCI gelado 1.15% para obten¢do de um homogenato a 10%.
Meio mililitro (0,5ml) do homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrifuga de

10 ml, contendo 3 ml de H3PO4 (1%) e 1 ml de uma solu¢do aquosa de &acido
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tiobarbitdrico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um
periodo de 45 minutos, em um banho de dgua fervendo e a mistura reacional foi, entdo,
resfriada em um banho de 4dgua gelada, seguida da adicdo de 4 ml de n-butanol. Apds a
adicdo de n-butanol, as amostras foram agitadas por 40 segundos em um misturador
"vortex", e depois centrifugados a 1200 rpm, por um periodo de 10 minutos. O
sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia de 520 e 535 nm, em espectrofotdmetro.

Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido géstrico.

5.6. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste
de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos como
média + E.P.M (varidveis com distribui¢do normal) ou pela mediana + desvio padrao
(varidveis sem distribui¢cdo normal), sendo as diferencas consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

6. Resultados e discussao
6.1 Analises do extrato liofilizado de cladédio de palma forrageira

6.1.2 Teste de Rendimento em massa

Na Tabela 1 sdo apresentados a média e os desvios padrdes dos rendimentos em
massa (base umida) do extrato de palma forrageira nas proporcdes 2:1 e 1:1
(palma:dgua), com o sistema em repouso. E possivel observar a importancia da segunda
extragdo para o aumento do rendimento total, que contribui com 33% na propor¢do 2:1
e 29% na propor¢do 1:1. A segunda extragdo promove uma espécie de lavagem da
mucilagem, que por ser muito viscosa € com aparéncia semelhante a da clara de ovo,
fica aderida aos pedacos de palma. Uma terceira extragdo ndo foi realizada, pois haveria
uma pequena contribuicdo no rendimento total em relacio a quantidade de dgua
adicionada, o que ndo seria economicamente vidvel visto que a liofilizagdo é um
processo de custo elevado.

A Tabela 1 traz ainda o resultado da comparagdo entre as proporcdes testadas e

mostra a diferenga significativa (p<0,05) entre as médias dos dois tratamentos, ou seja,
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o rendimento da extracdo foi maior quando se utilizou a proporc¢do 1:1 de palma e dgua.
A propor¢do 1:1 promoveu uma melhor distribui¢do dos cladédios em pedagos na dgua,
ocorrendo assim uma maior drea superficial de extragdo, o que, com certeza, contribuiu

com o maior rendimento obtido.

Tabela 1. Rendimentos (%) e comparacdo das extracdes do extrato liofilizado de palma,
considerando as propor¢des 2:1 e 1:1 (palma: 4gua), sistema em repouso a temperatura
ambiente.

Propor¢ado (palma:agua) 12 extracdo 22 extracao Total
02:01 1,08 £ 0,10 0,55 + 0,06 1,64 £0,15*
01:01 1,63 £0,14 0,67 £ 0,05 2,30 £ 0,09

*diferenca significativa entre as amostras (andlise de variancia e teste F, p<0,05)

Na tabela 2 sdo apresentados os rendimentos obtidos no teste com o sistema em
agitacdo, que foi realizado apenas com a proporcdo de 1:1 (de palma e dgua), melhor
rendimento obtido no estado de repouso.

A comparagdo entre o rendimento no sistema com e sem agitacdo € apresentada
na Tabela 3. O resultado mostrou que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre

as médias dos dois tratamentos, ou seja, a agitacdo ndo afetou o rendimento da extragdo.

Tabela 2. Rendimentos (%) das extra¢des do extrato liofilizado de palma, proporcao
1:1 de palma e dgua, sistema em agitacdo, a temperatura ambiente.

Proporcao 1* extragdo 2% extragdo Total

1:1 1,55+0,18 0,72 £ 0,03 2,27+0,16

Fonte: préprio autor

Tabela 3. Comparacdo entre os rendimentos obtidos, considerando a agitacdo e o
repouso do sistema, a temperatura ambiente.

Estado Rendimento Total (%)
Repouso 2,30™
Agitacdo 2,27

"diferenga ndo significativa entre as amostras (andlise de variancia e teste F, p<0,05)
Fonte: préprio autor
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Os resultados mostram que os rendimentos das extragdes em repouso (2,30%) e
sob agitacdo (2,27%) foram superiores aos encontrados na literatura, considerando o
rendimento apresentado por Diaz et al. (2010), de apenas 0,68% (base umida) e o
apresentado por Ramirez et al. (2006) de 2,05%, o que confirma a importincia da
realizacdo de uma segunda extracgdo.

Nas condicdes testadas, conclui-se que a extra¢do aquosa da palma realizada em
duas etapas consecutivas, na partir propor¢dao 1:1 (palma e dgua), apresenta maior
rendimento. O rendimento médio (base umida) do extrato liofilizado obtido foi de
2,30% em relacdo a massa inicial da palma.

Ao avaliar os resultados obtidos para o rendimento em massa € de suma
importancia levar em consideracdo o efeito do congelamento dos cladédios de palma
antes da extracdo de sua mucilagem. Foi observado que o congelamento prévio a -18 °C
teve impacto positivo sobre o rendimento.

Durante o congelamento lento hd a formagdes de cristais que surgem
inicialmente nos espacgos intercelulares, o aumento do material extracelular promove a
saida do material intracelular por osmose. Em grande nimero e com o aumento do
tamanho, esses cristais promovem lesdes nas membranas e desidratacdo das células.
Assim, durante o descongelamento as células ndo sdo capazes de recuperar seu nivel de
hidratacdo, perdendo seu contetdo por gotejamento (drip loss), modificando a textura e
a turgidez do produto, sendo esse processo o mais pronunciado em tecidos de origem
vegetal (GAVA, SILVA e FRIAS, 2009). O que neste caso € um efeito benéfico, pois
ha um aumento da extracio do material de interesse quando os claddédios sdo

congelados.

6.1.3 Analise de viabilidade celular através do ensaio de MTT in vitro

Através das densidades 6ticas obtidas por espectrofotometria € possivel verificar
que a administragdo do extrato de palma nas concentracdes de 25 e 100% houve um
aumento significativo na multiplicagcdo celular quando comparado ao Branco, meio que
continha apenas meio de cultura para as células. O percentual de viabilidade celular,

determinado utilizando a cultura IEC-6, aponta para um efeito ndo-citotoxico do extrato
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de palma forrageira. O resultado desta andlise traz seguranga para continuar com 0O

estudo em questdo, uma vez que se trata de um material seguro a sadde.

Tabela 4. Viabilidade celular (cultura IEC-6) expressa em densidade otica (DO), a
partir do ensaio MTT.

Concentragao DO (570nm)
Branco 0,208+0,047°
Palma 100% 0,293+0,056"
Palma 75% 0,307+0,019°
Palma 50% 0,364+0,094"
Palma 25% 0,271+0,033*
Palma 12,5% 0,213+0,011°

Valores denotam média + erro padrao, respectivamente. Teste de Kruskal- Wallis.
(a) p<0,05, quando comparado com o Branco.
Fonte: préprio autor.

6.1.4 Analise por UPLC-ESI-TOF-MS/MS (QTOF)

A partir da andlise QTOF, Cromatografia Liquida de Ultra Performance e
espectros de massa, do extrato liofilizado de palma forrageira foi possivel identificar
varios compostos fendlicos e alguns aminodcidos em modo de ionizagcdo negativo, no
qual as moléculas sdo ionizadas perdendo um préton (fon H') e adquirem carga
negativa. No modo de ionizacdo positivo a ioniza¢ao acontece pela adi¢do de um préton
(ion H") adquirindo carga positiva (WILSON e WALKER, 2010).

A Tabela 5 mostra os aminodacidos identificados em modo de ioniza¢do positivo,
enquanto as Tabelas 6 e 7 trazem uma lista de compostos fendlicos e dcidos organicos
identificados nos modos positivo e negativo.

Nesta andlise foi possivel identificar a presenca de alguns polifendis como os
flavondides quercetina, rutina e isorhamnentina, metabolitos secundérios de vegetais
com potenciais propriedades na promocdo da saide (MACIEJ et al., 2015). Muitos
estudos mostram uma relacdo muito estreita entre o consumo de vegetais ricos em
polifendis, como os flavondides, e a reducdo dos riscos de doencgas degenerativas, como
o cancer e doencas cardiovasculares (AYOUB et al., 2014).

A isorhamnetina e seus derivados tém sido estudados por diferentes autores e

estd associada a diversas propriedades farmacoldgicas e multiplos efeitos benéficos para
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a saide como atividade contra lesdes celulares e cancer de pele (KIM et al., 2013; BAO
e LOU, 2006; ZHANG et al., 2011). O glicosidio isorhamnetina-3-O-rutinosidio,
identificado na amostra em estudo (Tabela 7) exibe potenciais efeitos antimicrobianos e
efeito positivo contra células de eritroleucemia mieléide em humanos (AGNESE,
PEREZ e CABRERA, 2001). Além disso, a atividade anti-tumoral da isorhamnetina-3-
O-rutinosidio e isorhamnetina-3-O-glucosidio pode ser compardvel ou ainda mais forte
do que a atividade do polifenol presente no cha verde, galato de epigalocatequina
(BOUBAKER et al., 2011; ITO et al., 1999; AGNESE, PEREZ e CABRERA, 2001).

Dodda, Chhajed e Mishra (2014) relatam que a quercetina possui atividade anti-
diabética, anti-ulcera e anti-hipertensiva, além de propriedades antidepressivas e anti-
inflamatorias, agindo sobre diversas vias celulares. Nava et al. (2014) analisaram o
perfil de polifendis (agliconas) de cladddios de palma forrageira provenientes do
México. O resultado do HPLC-MS (Cromatografia liquida de alta performance
acoplada a espectrOmetro de massas) apontou a presencga de trés polifendis: quercetina,
Campferol e a isorhamnentina. Son et al. (2014), através do LCMS QTOF
(Cromatografia liquida-espectrometria de massa; quadrupolo de tempo-de-voo)
conseguiu identificar no fruto da palma cultivada na Coréia em modo negativo os
compostos  fendlicos  campferol (aglicona), campferol-7-O-neohesperidosido,
campferol-3-O-glucosido, isoramnetina-3-O-rutinosidio, isoramnetina-3-O-glucoésidio,
quercetina (aglicona) e quercetina-3-metiléter. Esses resultados apontam semelhanca no
teor de compostos bioativos do fruto e nos cladédios de palma.

Ao é4cido ferulico, identificado no modo negativo (Tabela 7), sdo conferidas
varias acOes preventivas relacionadas a diferentes tipos de doengas, como efeito
neuroprotetor, efeito radioprotetor, efeito de protecdo pulmonar e efeito anti-
aterogénico, além disso, também tem sido relacionado a reduc@o do nivel de alguns
mediadores inflamatérios como a prostaglandina E2 e a TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) (SOOBRATTEE, 2005; BEECHER, 1998). Recentemente, um estudo
realizado por Maruf et al., (2015) sugere que o dcido fertdlico e os polifendis
relacionados podem ser utilizados terapeuticamente para inibir ou diminuir as reagdes
citotéxicas e o estresse oxidativo.

Casa et al., (2000) discutem em seu estudo o efeito protetor da rutina, flavonoide

de ocorréncia natural também identificado no extrato de palma analisado, contra lesdes


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fator_de_necrose_tumoral_alfa&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fator_de_necrose_tumoral_alfa&action=edit&redlink=1
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induzidas por etanol 50%. Os resultados obtidos confirmam que a rutina a uma dose de
200 mg/kg tem um efeito protetor, reduzindo significativamente a lesdo da mucosa
géstrica produzida por instilacdo intragdstrica do agente necrotizante e aumentando a
atividade da glutationa (GSH). Ao mesmo tempo em que mostraram uma diminui¢do
significativa dos niveis na peroxidacdo lipidica.

Mais recentemente, uma pesquisa feita por Nafees et al., (2015), foi
demonstrado o potencial preventivo da rutina contra a toxicicidade hepética induzida
em ratos Wistar pelo uso da Ciclofosfamida, também chamada Citoxan (um farmaco
anticancerigeno, amplamente usado no tratamento de vdrios tipos de cancer e desordens
auto-imunes). De acordo com os autores do estudo citado, esse efeito atenuador da
rutina € devido ao seu potencial antioxidante e antiinflamatorio, que protegeu as células

normais contra a toxicidade induzida pela Ciclofosfamida.



Tabela 5. Aminodcidos identificados pelo UPLC-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em modo positivo no extrato de palma liofilizado.

Pico  Tempo de Composto Férmula [M+H]" [M+H]" MS/MS Erro i-Fit
Retencio Molecular Experimental Cilculado Fragmentos (ppm)
Negativo
1 0,80 Leucina/Isoleucina CgH 40, 132,1028 132,1025 - 2,3 0,0
2 2,14 Histidina CsH (N30, 156,0778 156,0773 - 3,2 0,0
3 2,19 Fenilalanina CyH,NO, 166,0869 166,0868 - 0,6 0,0
4 2,7 Triptofano C:H3N,0O, 205,0987 205,0977 - 4,9 0,0

Fonte: préprio autor.
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Tabela 6. Substancias identificadas pelo UPLC-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em modo positivo.
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Pico  Tempo de Composto Formula [M+H]" [M+H]" MS/MS Erro i-Fit
Retencio Molecular Experimental Calculado Fragmentos (ppm)
Negativo
5 3.71 Rutina C,7H3,046 611.1608 611.1612 465.1080; -0.7 1.1
303.0490
6 3,72 Quercetina CsH;,0, 303,0503 303,0505 - -0,7 0.0
7 3,73 Quercetina O-glucosideo C,H,1005 465,1049 465,1033 303,0496 3,4 0,5
8 4,00 Campferol-3-O- C33H41049 741,2263 741,2242 287,0556 2,8 0,0
robinosideo-7-O-
ramnosideo / Robinin
9 4,05 Isorhamnetina-3- C34H4305 771,2335 771,2348 625,1743; -1,7 0,0
0(2”,3”-diramnosil) 479,1167;
glucosideo 317,0640
10 4,05 Luteolina CsH;1O¢ 287,0556 287,0556 - 0,0 0,0
11 4,06 Petunidina 3-glucosideo C,H»301, 479,1173 479,1190 317,0647 -3,5 0,0
12 4,08 Isorhamnetina-3-O- CxH33046 625,1770 625,1769 479,1182; 0,2 0,0
ramnosil-glucosideo 317,0640
13 4,10 Chrysoeriol glucosideo- C33H4,09 757,2244 757,2191 625,1737, -5,4 0,9
xilosil glucosideo 2 479,1118

Fonte: préprio autor.



Tabela 7. Substancias identificadas pelo UPLC-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em modo negativo.
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Pico Tempo de Composto Foéormula [M-HJ [M-HY MS/MS Erro i-Fit
Retencio Molecular Experimental Cilculado Fragmentos (ppm)
Negativo

1 2,30 3,4- dihidroxi -5- Acido C,H,,0, 255,0510 255,0505 193,0504; 2,0 0,4
metoxicinamico 179,0331;
165,0524

1 2,3 Acido Cafeico CoH,0, 179,0331 179,0344 135,0414 -1.3 0,0

2 2,73 4- Acido Cafeoilquinico Ci6H709 353,0875 353,0873 307,1030; 0,6 0,0
179,0468;
163,0470

3 2,82 Acido Ferulico CoHyO4 193,0512 193,0501 179,0463; 5,7 0,0
161,0532

4 3,69 Acido 4°0- CoH,,09 415,1616 415,1604 269,1024; 2,9 0,0
Acetillogénico 161,0406;
153,0950

5 3,96 Sinapoylgentiobiose Cy3H3,045 547,1653 547,1663 223,0659 -1,8 0,0

6 4,35 Guttiferones K C,7H9056 449,1978 449,1964 269,1388; 3,1 0,0
119,0370

7 4,35 Isorhamnetina- CosH31046 623,1603 623,1612 449,1993; -1,4 0,0
deoxyhexosyl-hexosideo 269,1344

8 5,97 Quercetina CsHyO, 301,0344 301,0348 178,9923; -1,3 0,0
151,0028

Fonte: préprio autor.
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6.1.5 Analise por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN).

Produtos naturais sdo constituidos de uma cole¢do combinatéria de compostos
quimicos com alta diversidade estrutural. A identificacdo de alto rendimento de pequenas
moléculas presentes no metabolismo de plantas € importante para ter uma visdo completa da
composi¢ao nutricional, principalmente se a planta € usada em formulagdes de medicamentos
ou suplementos alimentares. Assim, um estudo detalhado dos principais metabolitos presentes
no extrato liofilizado do cladédio da palma através do RMN foi realizado.

O espectro 'H RMN é relatado na Figura 10. As insercdes estdo relacionados com as

regides de alto e baixo campo, 1,70-2,60 ppm e 5,50-8,50 ppm, respectivamente.

Figura 10. Espectro 1H RMN dos principais metabdlitos no extrato de palma. 1 —

Tirosina; 2 — Acido malico; 3a — o — Glucose; 3b — 3 - Glucose.
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Fonte: préprio autor.

O espectro de 'H reflete a complexidade da amostra, que é dominada por ressonincias
que derivam de aminodcidos incluindo valina, treonina, arginina, alanina, colina e tirosina, a
acidos organicos: dcido gama-aminobutirico (GABA) e acido succinico a partir de 0,8 a 3,1
ppm, carboidratos de 3,1 a 5.3 ppm que incluem o e B-glucose e aminodcidos com cadeia

lateral aromdtica em 5,8 a 8,5 ppm com a fenilanalina. E possivel constatar que o extrato
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apresenta elevado teor do aminodcido tirosina, dcido malico e do carboidrato glicose. Apesar
da caracterizacdo de inimeros compostos, € notdvel a presenga de varios compostos
aromaticos desconhecidos (5,8 a 8,5 ppm) que podem indicar a existéncia de compostos
bioativos como os polifendis e vitaminas, substidncias com capacidade antioxidante. As

. - | 1 - . L, .
informagdes dos sinais 'H e "*C estdo disponiveis na Tabela 8.

Tabela 8. Sumario da composicao nutricional identificada no extrato de O. ficus-indica.

Metabélito 6'H (mult., J in Hz) & °C
a-glicose 5,16 (d, 3,7) 93,7
B-glicose 4,54(d, 7.8) 97,9

1,47 (d, 7,2) 192

Alanina 3,8% 53’7
1,1 (d, 6,6) 211

Treonina 4,2% 71 ’3
_ 1,03 (d, 7,2) 19.6
Valina 0,99 (d, 7,2) 1 9’1
0,97 (d, 6,0) 250

Leucina 0,95 (d, 6,0) 24,0
1,73% 42,1

2,09-2,18 (m) 29’3

Arginina 3,04% 797
3,77 57,6
L0 25,6
Acido gama-aminobutirico 245 (t’*7’2) 35,0
3,2 44,0
Colina 3,18 (s) 56,8

2,64 (dd, 7.2:16,2) 43 ¢

Acido malice 2,79 (dd, 4,3; 16,2) 4311

4,36-4,50* 71.8

6,65 (d, 8,4) 115,6

Tirosina 7,1(d, 8,4) 132,4
3,0 39,9

Fonte: préprio autor.
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Os amino4cidos (aa) sdo utilizados para a sintese de proteinas e diversos compostos de
baixo peso molecular e de enorme importéncia fisioldgica. Em 1912, Abderhalde classificou
0s aa em nutricionalmente essenciais (eaa) e nao essenciais (neaa). Os neaa, por exemplo, sao
metabolicamente versdteis e participam de diversas funcdes no organismo como a lactagdo,
reproducdo, integridade intestinal, expressdo génica, secre¢cdo hormonal, balanco &cido-
basico, circulacdo sanguinea etc. Por muitos anos presumiu-se que os aa considerados nao
essenciais sdo produzidos em quantidades suficientes em humanos e animais para o
crescimento sauddvel e com saide, no entando nao ha dados experimentais para fundamentar
essa suposi¢cdo. Segundo Hou, Yin e Wu (2015), atualmente os aa sdo distruibuidos nos dois
grupos da seguinte forma: eaa - histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina. J4 os aminodcidos classificados como ndo essenciais (neaa) sao
alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina,
taurina, tirosina. Porém a arginina pode ser considerada como aa semiessencial ou
condicionalmente essencial, dependendo do estado de saide do individuo.

A partir do espectro de 'H foi possivel indentificar na amosta a presenca de aa
considerados essenciais como a treonina, valina e arginina e a presenca de aa ndo essenciais
como a alanina, arginina e a treonina, sendo a tirosina o aa presente em maior concentragao.

A funcdo dos aa no corpo humano € bastante varidvel e, de acordo com Wu (2009), a
tirosina participa das reacdes de fosforilagdo, nitrosacdo e sulfatagdo das proteinas, este aa age
ainda como um neurotransmissor € na regulacio das respostas imunes no corpo humano, além
de possuir acdo atioxidante e de atuar na inibi¢do de citocinas inflamatdrias e superdxidos.
Segundo os autores do estudo, a deficiéncia de tirosina pode causar ansiedade, depressdo e
outras desordens correlacionadas (LEYTON, et al. 2000).

Além dos aminoacidos, também foram identificados outros nutrientes como a colina,
que é um nutriente essencial e que faz parte do complexo B das vitaminas. A colina participa
de vérias funcdes bioldgicas vitais com papel importante no desenvolvimento fetal,
contribuindo com a funcdo da membrana celular e da sintese da acetilcolina, um
neurotransmissor amplamente distribuido e grande importancia na manutencao ou modulagdo
da atividade do sistema nervoso central, além de também estar presente nos sistemas
periféricos, auténomo, entérico e tendo relagdo direta com a memoria (VILLACA;
FILGUEIRAS E MANHAES, 2011; JIANG et al., 2014). Alimentos de origem animal

geralmente sdo melhores fontes de colina, quando comparados com os alimentos de origem



55

vegetal. Dietas com baixa ingestdo de colina estdo associadas a maior risco de cancer de
mama, além disso, mulheres gravidas com deficiéncia de colina t€m mais probabilidade de ter
um bebé com defeito do tubo neural (DTN) ou fenda palatina (ZEISEL E CAUDILL, 2010).

O 4cido gama-aminobutirico (GABA, sigla em inglés) também identificado no extrato
de palma é um &4cido aminobutirico e € o principal neurotransmissor inibidor no sistema
nervoso central dos mamiferos. E considerado uma molécula multifuncional com uma grande
variedade de fung¢des fisioldgicas em tecidos e 6rgdos fora do cérebro (WATANABE et al.,
2002).

O 4cido mélico € um 4cido organico, encontrado naturalmente em frutas, como maca e
péra e possui muitas propriedades atraentes para a indudstria quimica e no desenvolvimento da
medicina (ZHANG et al., 2011). O &4cido malico é um aditivo alimentar permitido e
frequentemente adicionado a produtos alimenticios. Este dcido orgdnico também tem sido
usado para o alivio da dor, fibromialgia e sindroma de fadiga crénica (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2014; RUSSELL et al., 1995 citado por ALAKOLANGA, et al
2015).

6.1.6 Enzimas antioxidantes e atividade antioxidante total.

As enzimas SOD e CAT em virtude da sua capacidade de catalisar as reacdes de
desproporcionacdo dos seus substratos, radical super6xido e peréxido de hidrogénio,
respectivamente, constituem um sistema de defesa antioxidante (OLIVEIRA et al., 2011b;
ARAUIO et al., 2015).

Tanto a dismutase do superéxido (SOD) e catalase (CAT) sdo consideradas uma
defesa enzimdtica adicional contra as espécies reativas de oxigénio (EROS). Sua avaliacdo em
condigdes patolégicas € importante devido ao metabolismo oxidativo e intensa geracdo de
radicais livres, sendo a CAT uma prote¢do mais especifica contra o H,O, e a SOD atuando
contra o superdxido (O,-) (BARBOSA et al., 2006).

A presenca de tais enzimas no extrato de palma forrageira (Tabela 9) associada aos
compostos bioativos, como os polifendis identificados (Tabelas 6 e 7), conferem ao extrato
analisado um potencial antioxidante que posteriormente pode ser comparado e servir de base

para a analise dos resultados dessas enzimas in vivo.
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Tabela 9. Resultados obtidos para a andlise de proteinas, andlises enzimaticas e andlises
enzimaticas e analise da atividade antioxidante total (AAT).

SOD CAT AAT
UAE. mg”' de proteina umol H,0, . mg™' de proteina uM Trolox. g MS
min’’
19,92 1,18 50,73

* UAE: unidade de atividade enzimética; SOD: dismutase do superéxido; CAT: catalase;
AAT: atividade antioxidante total.
Fonte: préprio autor.

6.2 Analises do extrato liofilizado adicionado de maltodextrina

6.2.1. Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

E possivel observar nas Figuras 10 (A), (B) e (C), obtidas através da Microscopia
Eletronica de Varredura, que o extrato de palma encapsulado por liofilizacdo apresentou
formato irregular e superficie lisa. Este resultado é semelhante ao alcancado por Laine ef al.
(2008) e por Man, Irwand e Abdullah (1999), os quais relatam que capsulas tipicas daquelas
preparadas por liofilizagdo apresentam superficies lisas e estruturas semelhate a flocos. Este
resultado mostra que houve a encapsulacdo do extrato de palma pelo material de parede, a
maltodextrina. Com a encapsulagdo foi possivel estabilizar o material liofilizado, através da
reducdo dos niveis de higroscopicidade e do grau de caking (Tabela 10); viabilizando assim, a
sua utilizacdo nas andlises in vivo. A MEV ndo nos traz informacdes suficientes para
diferenciar o beneficio de cada propor¢do analisada, todavia as diferencas dessas propor¢des
serdo discutidas no item 6.2.2 através das andlises de umidade, higroscopicidade e grau de

caking.
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Figura 11. Microscopia Eletronica de Varredura do extrato de palma liofilizado adicionado de maltodextrina: na propor¢do (2 malto:1 palma)

(A), na propor¢do (3 malto:1 palma) (B) e (3 malto:1 palma) (C).

Fonte: Central Analitica — UFC.
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6.2.2 Umidade, Higroscopicidade e Grau de Caking

Os elementos analisados na Tabela 10 estao diretamente relacionados. O caking é o
processo pelo qual um pé de baixa umidade vai se aglomerando, e acaba por formar um
material pastoso e pegajoso, resultando em perda de funcionalidade e qualidade (AZEREDO,
2012). Esta afirmacdo pode ser constatada quando os dados presentes na Tabela acima sdo
correlacionados. O pé que apresenta o menor teor de umidade (propor¢ao 1:1) é o que
apresenta as maiores taxas de higroscopicidade e grau de caking quando comparado aos pds
com propor¢do (2:1) e (3:1) maltodextrina: palma, respectivamente.

Os resultados obtidos para a propor¢ao (1:1) confirmam o que foi visto em pratica.
Um material sem nenhuma estabilidade, que em questao de segundos apresentava alteracdo de
cor e textura, tornando-se um material escuro e pastoso, o que impossibilitava o
desenvolvimento de um estudo em longo prazo. Esse resultado também leva a constatacdo da
importancia da propor¢cdo ideal do adjuvante de secagem utilizado, uma vez que nado foi
observado mudancas de cor e textura com a mesma velocidade no material encapsulado nas
proporg¢des (2:1) e (3:1) maltodextrina: extrato de palma.

Como as proporgdes (2:1) e (3:1) maltodextrina: extrato de palma nao diferiram entre
si, a nivel de 5% de significancia, o material escolhido foi o que continha a menor quantidade
de maltodextrina, propor¢do (2:1), para a realizagdo das demais andlises e prosseguimento do

estudo.

Tabela 10. Resultado da andlise de umidade, higroscopicidade e grau de caking para o extrato
encapsulado.

Proporcao Umidade Higroscopicidade Grau de Caking
(maltodextrina: (%) (%) (%)
extrato de palma)
(1:1) 2,87 +0,23B 2,62 +0,35% 70,65 + 3,16A
(2:1) 5,74 + 0,42A 1,48 +0,18B 48,34 +5,22B
(3:1) 5,13 £ 0,70A 1,90 + 0,22AB 50,55 £ 1,94B

Na coluna, médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entres si (Tukey,
5%).
Fonte: préprio autor.
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7. Resultados das analises in vivo.

7.1. Lesao gastrica

O etanol € altamente difusivel através das membranas celulares, assim sua toxicidade
afeta a maioria dos 6rgaos (SCHNEIDER, 2015). A oxidagdo estd naturalmente presente nos
processos metabdlicos de células humanas que podem ser exacerbadas por substincias pro-
oxidantes ou radicais livres que desencadeiam o estresse oxidativo (ARAUJO et al., 2015).

O efeito prejudicial do etanol 50% pode ser observado no modelo experimental de
estresse oxidativo, onde facilmente é diagnosticado através de uma andlise histolégica da
mucosa gdstrica, pois provoca lesdes hemorrdgicas agudas, quando comparado ao grupo
controle (salina) (Figuras 12 e 13). E possivel observar nessas figuras, que os animais tratados
apenas com salina nio apresentaram lesdo na mucosa géstrica, enquanto que a administragao
do etanol, na concentragdo de 50%, resultou no aparecimento destas lesdes. O pré-tratamento
com o extrato de palma, nas trés doses testadas (1, 3 e 10 mg/kg de peso corporal), reduziu de
forma significativa, a lesdo géstrica provocada pela administracio do etanol 50%,
comprovadas pela avaliacdo macroscOpica (Figura 13).

O desarranjo nas glandulas gastricas com perdas das células epiteliais, edema,
hemorragia e intensa infiltracdo de células inflamatérias provocados pelo etanol 50% podem
ser visualizados na Figura 14 (painel B), a nivel microscopico, assim como na Tabela 11. O
extrato de palma forrageira diminuiu de forma significativa os parametros avaliados como
hemorragia, edema, perda de células epiteliais e a infiltracio de células inflamatdrias
induzidas pelo etanol 50% (Figura 14, painéis C, D e E, e na Tabela 11).

O estresse oxidativo pode ser medido pela intensidade da peroxidacdo lipidica, uma
vez que, as EROS atuam na degradacao dos lipideos constituintes das membranas celulares. O
radical lipidico € instdvel e degrada-se muito rapidamente em produtos secunddrios. A
maioria deles sdo aldeidos eletréfilos, tais como o0 MDA, que € o principal marcador do dano
oxidativo nos lipidos insaturados das membranas celulares, conduzindo a oxidag¢do de 4cidos
graxos e a formacdo do radical lipido (REED, 2011). Altos niveis de MDA indicam um
aumento da perdéxidacdo lipidica (KASHYAP et al., 2005).

Na lesdo géstrica por etanol 50% observamos um aumento significativo dos niveis de
MDA (Figura 15), associado a uma diminuicdo significativa no nivel de glutationa (GSH)
(Figura 16), quando comparados ao grupo controle (Figura 15 e 16, respectivamente). A

administracio do extrato de palma, nas trés doses testadas: 1, 3 e 10 mg/kg de peso corporal,
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diminuiu de forma significativa, a formacdo de MDA na gastropatia induzida pelo etanol
50%. Contudo, sé foi possivel observar a atividade antioxidante significativa, na
determinagdo de GSH, na dose de 3mg/Kg do extrato de palma forrageira, quando comparado
com o grupo etanol 50% (Figura 16).

A presenca de enzimas antioxidantes como a CAT e a SOD (Tabela 9), e inimeros
compostos fendlicos identificados no extrato de palma forrageira (Tabelas 6 e 7) associados a
acdo do GSH, um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula,
ja que tem a funcdo de destruir intermedidrios das EROs e dos radicais livres produzidos
durante o metabolismo (GALLEANO e PUNTARULO, 1995), compreendem um potente
sistema antioxidante que interrompe a reagdo de propagacdo dos radicais livres na
peroxidacao lipidica, sendo capaz de reduzir ou até inibir a acdo danosa do etanol.

Como citado anteriormente, fez-se necessdria a avaliacdo in vivo da maltodextrina,
uma vez que ela faz parte do extrato encapsulado, como produto final. No entanto, é possivel
observar nas Figuras 12, 15 e 16 e nas Figuras 13 e 14 (painel F), que a mesma ndo apresenta
efeito antioxidante contra o estresse oxidativo do etanol 50%, ndo interferindo, portanto, na
acdo antioxidante do extrato. Sendo assim, os resultados demonstram que o extrato de palma
forrageira apresenta atividade antioxidante significativa no modelo experimental de estresse

oxidativo com etanol 50% em ratos Wistar.
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Figura 12. Avaliagao do efeito protetor do extrato de palma forrageira, nas concentragdes de
1, 3 e 10 mg/Kg e da maltodextrina 6 mg/Kg de peso corporal, no modelo de lesdo géstrica
induzida por etanol 50%. A area total das lesdes gastricas macroscOpicas foi determinada 1

hora apds administracio do etanol.
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (a)
p<0,05, quando comparado com o grupo salina (controle); (b) p<0.05, quando comparado
com o grupo etanol 50%. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do
teste de Bonferronis.
Fonte: préprio autor.
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Figura 13. Avaliagdo macroscépica da mucosa géstrica de ratos pré-tratados com extrato
de palma forrageira, nas concentragdes de 1, 3 e 10 mg/Kg e da maltodextrina 6 mg/Kg de
peso corporal, no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol 50%.

Fotomicrogafias da mucosa géstrica de ratos tratados com: Painel A: grupo salina (0,5 ml/Kg,
via oral); Painel B: grupo salina (0,5 mL/Kg, v.0.) + etanol 50% (0,5 mL/Kg, via oral); Painel
C: grupo palma (1 mg/Kg, v.o.) + etanol 50% (0,5 ml/Kg, v.0.); Painel D: grupo palma (3
mg/Kg, v.0.) + etanol 50% (0,5 ml/Kg, v.0.); Painel E: grupo palma (10 mg/Kg, v.0.) + etanol
50% (0,5 ml/Kg, v.o.); Painel F: grupo maltodextrina (6 mg/Kg, v.o.) + etanol 50% (0,5
ml/Kg, v.0.).

Fonte: préprio autor.
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Figura 14. Fotomicroscopia da mucosa gastrica de ratos pré-tratados com extrato de
palma forrageira, nas concentragdes de 1, 3 e 10 mg/Kg e da maltodextrina 6 mg/Kg de
peso corporal, no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol 50%.

Fotomicroscopia da mucosa gastrica de ratos tratados com: Painel A: grupo salina (0,5 ml/Kg,
via oral); Painel B: grupo salina (0,5 mL/Kg, v.0.) + etanol 50% (0,5 mL/Kg, via oral); Painel
C: grupo palma (1 mg/Kg, v.0.) + etanol 50% (0,5 ml/Kg, v.o.); Painel D: grupo palma (3
mg/Kg, v.o0.) + etanol 50% (0,5 ml/Kg, v.o.); Painel E: grupo palma (10 mg/Kg, v.0.) + etanol
50% (0,5 ml/Kg, v.o.); Painel F: grupo maltodextrina (6 mg/Kg, v.o.) + etanol 50% (0,5
ml/Kg, v.0.).

Fonte: préprio autor.
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Tabela 11. Avaliacdo microscépica pelos critérios de Laine (1988) de ratos pré-tratados com
extrato de palma forrageira, nas concentragdes de 1, 3 e 10 mg/Kg de peso corporal, no
modelo de lesdo géstrica induzida por etanol 50%.

Grupo Lesao Edema Perda de Infiltrado Total
Experimental hemorragica (escore 0- arquitetura de células (escores 17)
(N=5) (escore 0-4) 4) das células (0-3)
(escore 0-3)
Salina (Controle) 0 0 0 0 0
Etanol 50% 32-4 30240 3(2-3)* 2(1-3) 11(7-14)*
Palma 1 mg/Kg + 1(0-1)® 0(0-1)® 1(1-2)® 1(0-1)® 3(1-5)®
Etanol 50%
Palma 3 mg/Kg + 1(1-2)® 1(0-2)® 2(1-3)" 2(1-2)* 6(3-9)"
Etanol 50%
Palma 10 mg/Kg + 1(0-1)® 1(1-1)® 1(1-2)® 1(0-2)® 4(2-6)®
Etanol 50%

Valores denotam mediana com minimo e maximo, respectivamente. Teste de Kruskal- Wallis.
(a) p<0,05, quando comparado com o grupo controle;

(b) p<0.05, quando comparado com o grupo etanol 50%.

Fonte: préprio autor.
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Figura 15. Determinagdo dos niveis de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de
ratos previamente tratados com extrato de palma forrageira, nas concentracdes de 1, 3 e
10 mg/Kg e com maltodextrina 6 mg/Kg de peso corporal, no modelo de lesdo géastrica

induzida.
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (a)
p<0,05, quando comparado com o grupo salina (controle); (b) p<0.05, quando comparado
com o grupo etanol 50%. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do
teste de Bonferronis.
Fonte: préprio autor.
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Figura 16. Determinacido dos niveis dos grupos sulfidrilicos ndo proteicos (glutationa —
GSH) na mucosa géstrica de ratos previamente tratados com extrato de palma forrageira,
nas concentracdes de 1, 3 e 10 mg/Kg e com maltodextrina 6 mg/Kg de peso corporal no
modelo de lesdo géstrica induzida por etanol 50%.

2 100-
3 — b
2 80 a T a
g a T T
= 601 T T
%)
o
Z 404
T
7]
O 20-
3
o
0 1 ] ] ] ] ]
E Salina Etanol 1 3 10 Maltodextrina
(6mg/kg)

Palma (mg/kg)
Etanol 50%

O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (a)
p<0,05, quando comparado com o grupo salina (controle); (b) p<0.05, quando comparado
com o grupo etanol 50%. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do
teste de Bonferronis.
Fonte: préprio autor.
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8. Conclusao

Os testes de rendimento (base imida) para a obten¢@o do extrato de palma forrageira
(Opuntia ficus-indica) liofilizado foram realizados com éxito neste estudo, uma vez que sdo
muito superiores aos encontrados na literatura, ressaltando a importancia do congelamento
prévio dos cladddios a -18 °C por tempo indeterminado e a realizacdo de uma segunda
extracdo, que contribuiram com um aumento médio de 30% no rendimento final total.

O extrato da palma forrageira mostra-se rico em compostos fendlicos, como os
flavonoides, aminodcidos e 4cidos organicos, além da presenca de carboidratos.

Os resultados apontam para um produto nutritivo e com capacidade antioxidante
advinda da presenca de enzimas antioxidantes (catalase e dismutase do superoxido) e dos
compostos fendlicos identificados, como os flavondides quercetina, rutina e isorhamnentina.

O processo de secagem por liofilizagdo, utilizando como adjuvante de secagem a
maltodextrina, tornou possivel a obtencao do extrato de palma encapsulado.

A analise de citotoxicidade in vitro do extrato da palma demonstra que 0 mesmo nao
apresenta efeito téxico as células (cultura IEC-6), o que indica seguranca para futuras
pesquisas com seres humanos.

Conclui-se entdo, que o pré-tratamento com extrato de palma forrageira (Opuntia
ficus-indica) apresenta efeito antioxidante no modelo experimental de lesdo géastrica induzida
por etanol 50%, por do aumento dos niveis de GSH e da reducdo dos niveis de MDA e, que a
melhor dose testada para realizacdo de futuras pesquisas € a de 3 mg/Kg de peso corporal de

ratos Wistar.
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