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RESUMO
DESENVOLVIMENTO DO EXTRATO SECO DE Libidibia ferrea COMO ALIMENTO
FUNCIONAL: CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANTIOXIDANTES E ANTI-INFLAMATORIA EM MODELO DE NEUROINFLAMACAO.

Caesalpinia ferrea, recentemente reclassificada como Libidibia ferrea L.P. Queiroz, é uma
arvore pertencente a familia Fabaceae, utilizada tradicionalmente no tratamento do diabetes e
disturbios gastrointestinais. No presente estudo otimizou-se a extracdo de compostos fenolicos
obtidos das folhas de L. ferrea, utilizando um planejamento fatorial 23 no qual foram
investigados os efeitos da concentracdo de solvente (metanol em agua (v/v)), a proporcéo de
folhas de L. ferrea em solvente (p/v) e tempo de homogeneizacdo (min) em ultra-turrax®. O
extrato com maior teor de fendis foi liofilizado e caracterizado quimicamente (HPLC e RMN),
além de determinado o teor de fendis totais e flavonoides do liofilizado. Investigou-se as
caracteristicas nutricionais através do teor de proteina bruta e quantificacdo de minerais, e 0s
potencias antioxidante (sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)) e anti-
inflamatdrio, avaliando o efeito do extrato sobre o aumento da concentracdo de nitrito em
cultura de microglia induzida por LPS. A otimizacdo sugeriu que a extracdo com 40% de
metanol durante 4 minutos de homogeneizacao, usando 24% de folhas secas (p/v) apresentou o
maior teor de fendis totais (283,7 mgAG/g). No extrato liofilizado foi quantificado o teor fenois
totais (260 mgEAG/(q) e de flavonoides totais (21,1 mgEQ/g), que estdo relacionados a presenca
de 4cido galico, quercetina-3-O-glicosideo e campferol-3-O-glicosideo na planta determinados
por CLAE e RMN. O extrato seco néo foi citotoxico, apresentou 4,19% de proteina bruta e alto
teor de minerais, tais como Fe (21,65 mg/ 100g de extrato seco), Mn (4,38 mg/ 100g de extrato
seco) e Zn (31,52 mg / 100g de extrato seco). O extrato mostrou atividade antioxidante/
sequestradora do radical DPPH, com IC50 de 10,5 + 1,01 pg/mL, e anti-inflamatoria (extrato:
50ug/mL) reduzindo de maneira significativa a producdo de nitrito em células microgliais BV2.
Diante dos resultados obtidos o extrato seco padronizado de L. ferrea apresentou caracteristicas
nutricionais interessantes e potenciais antioxidante e anti-inflamatério, tornado o juca uma

fonte em potencial para um alimento funcional.

Palavras-chave: Alimento funcional, Antioxidantes, Caesalpinia, Neuroprotecao.



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF DRIED EXTRACT FROM Libidibia ferrea AS A FUNCTIONAL
FOOD: CHEMICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF ANTIOXIDANT
AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES IN A NEUROINFLAMMATION MODEL.

Caesalpinia ferrea, recently reclassified as Libidibia ferrea L.P. Queiroz, is a tree belonging to
the Fabaceae family, traditionally used in the treatment of diabetes and gastrointestinal
disorders. In the present study, the extraction of phenolic compounds obtained from L. ferrea
leaves was optimized using a factorial design 23, in which was investigated the effects of the
solvent concentration (methanol in water (v/v)), the proportion of L. ferrea leaves in solvent
(w/v) and homogenization time (min) in ultra-turrax®. The extract with a higher phenol content
was freeze-dried and chemically characterized (HPLC and NMR), in addition to the total phenol
content and flavonoids content of the lyophilized. It was investigated the nutritional
characteristics through the crude protein content and quantification of minerals, antioxidant
properties (DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)) and anti-inflammatory potencies,
evaluating the effect of the extract on the increased nitrite concentration in LPS-induced
microbial culture. The optimization suggested that the extraction with 40% of methanol during
4 minutes of homogenization, using 24% of dry leaves (w/v) had the highest total phenol
content (283.7 mgGAE/qg). In the freeze-dried extract, the total phenol content (260 mgGAE/q)
and total flavonoids (21.1 mgQE / g) were quantified, which are related to the presence of gallic
acid, quercetin-3-O-glycoside and campferol-3-O glycoside in the plant determined by HPLC
and NMR. The dry extract was non-cytotoxic, presenting 4.19% crude protein and high mineral
content, such as Fe (21.65 mg/100 g dry extract), Mn (4.38 mg/100 g dry extract) and Zn (31.52
mg/100g dry extract). The extract showed antioxidative / sequestering activity of the DPPH
radical, with an 1C50 of 10.5 + 1.01 pg/mL and anti-inflammatory activity (extract: 50 pg /
mL), significantly reducing nitrite production in BV2 microglial cells. In view of the results
obtained the standardized dry extract of L. ferrea showed interesting nutritional and potential
antioxidant and anti-inflammatory characteristics, making the L. ferrea a potential source to a
functional food.

Keywords: Antioxidants, Caesalpinia, Functional food, Neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

1.1. Seguranca alimentar.

Seguranca alimentar e nutricional é a realizacdo do direito de todos ao acesso
regular e permanente a alimentos de qualidade, que atendam as suas necessidades nutricionais,
em quantidade suficiente, sem comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais. (FAQ,
1996; BRASIL, 2006).

Apds uma trajetoria de queda que durou mais de dez anos, a inseguranca alimentar
em todo o mundo parece estar aumentando, afetando atualmente cerca de 11% da populagéo
mundial (FAO, 2017).

Para ser considerada de qualidade e saudavel, a alimentacdo deve ser apropriada
aos aspectos biologicos e socioculturais dos individuos, bem como ao uso sustentavel do meio
ambiente, devendo estar em acordo com as necessidades de cada fase do curso da vida, estando
baseada no consumo adequado de macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos) e
micronutrientes (vitaminas e minerais), indispensaveis ao funcionamento metabolico
(BRASIL, 2013).

A necessidade de energia de cada pessoa varia com sexo, idade, peso, altura, e a
realizacdo de atividades fisicas (seja no dia a dia, no trabalho, ou com a prética de exercicios
fisicos). Pela legislacdo brasileira as recomendac@es de energia e nutrientes apresentadas nos
rotulos dos alimentos tém como referéncia 8.400 kJ ou 2000 kcal/dia. Isso geralmente é
indicado para uma pessoa de tamanho mediano, com atividade fisica baixa, no caso de homens,
e atividade moderada, no caso de mulheres. Nessas condicGes, é necessario ingerir diariamente,
por exemplo: 75 g de proteinas, 300 g de carboidratos, 600 pg de vitamina A e 1000 mg de
calcio, como apresentado nos Quadros 1 e 2 (BRASIL, 2003).

Quadro 01 — Valores diarios de referéncia de nutrientes (VDR) de declaracdo obrigatoria.

Carboidratos 300 gramas

Proteinas 75 gramas

Gorduras totais 55 gramas

Gorduras saturadas 22 gramas

Fibra alimentar 25 gramas
Saédio 2400 miligramas

Fonte: ANVISA, RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003.
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Quadro 02 — Valores de ingestdo diaria recomendada de nutrientes (IDR) de declaracéo
voluntaria - vitaminas e minerais.

Vitamina A 600 pg
Vitamina D 5ug
Vitamina C 45 mg
Vitamina E 10 mg
Tiamina 1,2 mg
Riboflavina 1,3mg
Niacina 16 mg
Vitamina B6 1,3mg
Acido félico 400 pg
Vitamina B12 2,419
Acido pantoténico 5 mg
Célcio 1000 mg
Ferro 14 mg
Magnésio 260 mg
Zinco 7mg
lodo 130 g
Vitamina K 65 g
Fésforo 700 mg
Fluor 4 mg
Cobre 900 ug
Selénio 34 ug
Cromo 35 pg
Manganés 2,3 mg

Fonte: ANVISA, RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003.

No Brasil, no ano de 2013, segundo dados da Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios (PNAD), 7,2 milhdes de pessoas passavam fome. A regido Nordeste apresentava 0s
indices de inseguranca alimentar mais alarmantes entre todas as regifes do pais. Segundo a
pesquisa, 38,1% dos domicilios dessa regido apresentavam inseguranca alimentar. (BRASIL,
2013).

Apesar dos problemas relacionados a seca e falta de alimentos, grande parte da
regido nordeste encontra-se em um bioma (caatinga) que apresenta grande riqueza natural.
Esses recursos naturais poderiam ser fonte de subsisténcia e aproveitamento como alimento,

podendo ainda fornecer algum beneficio funcional.
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Nesse contexto, 0 nosso grupo de pesquisa (Centro de Estudos Farmacéuticos e
Cosméticos — CEFAC- UFC) vem buscando estudar produtos naturais do bioma caatinga, a fim

de utiliza-las como alternativa alimentar com propriedade funcional.
1.2. Produtos naturais como fonte de alimentos funcionais.

Desde o inicio do século XXI nossa sociedade vem testemunhando um aumento
continuo da expectativa de vida e através disso ha uma maior atengdo nos cuidados, na
prevencdo e nos tratamentos de doencas relacionadas ao processo de envelhecimento. A
populacdo mundial estd optando por mudancas no estilo de vida e pelo consumo alimentar mais
saudavel (SZAKALY et al., 2012). Melhorar os héabitos alimentares pode evitar uma série de
doencas relacionadas ao envelhecimento, esta ideia ndo significa apenas uma melhor nutrigéo;
inclui um conceito, criado no Japdo, de consumir alimentos com componentes especiais para
promocdo da saude (SUITOR; MURPHY, 2013).

Na década de 1980, pesquisas apoiadas pelo governo japonés em parceria com
pesquisadores dos campos das ciéncias alimentares, nutricionais, farmacéuticas e médicas
mostraram as potencialidades de alguns alimentos, ndo apenas de nutricdo, mas também de
influenciarem nas funcBGes fisiolégicas humanas (TANEMURA; HAMADATE;
URUSHIHARA, 2017). Os resultados desse projeto levaram a criacdo da primeira politica
mundial para legalizagdo da comercializacdo de alimentos com fungdes especificas de
promocao da saude. Estes alimentos foram denominados de “Foods for Specified Health Use”,
abreviados como FOSHU e definidos como “alimentos que exercem um impacto positivo na
salde, performance fisica ou estado mental de um individuo, em adi¢do ao seu valor nutritivo”
(SHIMIZU, 2014; DORR et al., 2012). O conceito “alimento funcional”, introduzido na revista
Nature em 1993, hoje é mais utilizado internacionalmente para caracterizar esses tipos de
alimentos (SWINBANKS; O'BRIEN, 1993).

Um alimento funcional deve exercer um efeito melhorador ou regulador de algum
processo fisioldgico ou atuar na prevencdo de alguma patologia, devendo ainda ser consumido
como integrante de uma dieta normal (DORR et al., 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), 6rgédo regulador do registro e comercializa¢do de alimentos funcionais,
disponibiliza trés resolucdes que direta ou indiretamente dizem respeito as regulamentacdes de

alimentos funcionais (Resolucbes 17, 18 e 19) (BRASIL, 1999). As substancias bioativas e
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probidticos isolados sdo regulamentadas pela RDC 2 (2002), e as avaliagfes das propriedades
funcionais sdo tratadas nas peti¢des 4009, 406 e 403, que estdo em anélise na ANVISA.

A Resolucédo 17 aprova o regulamento técnico que estabelece as diretrizes basicas
para avaliacdo de risco e seguranca dos alimentos. As alegac6es de propriedade funcional e as
alegacOes de propriedade de satde sdo regulamentadas pela Resolucgdo n° 18, que estabelece as
diretrizes bésicas para analise e comprovacdo dessas alegacoes, e pela Resolu¢do n° 19, sdo

determinados os procedimentos para registro de alimentos com tais alegaces (BRASIL, 1999).

A regulamentacdo dessas alegacdes tem como objetivo garantir que as informacdes
sobre as propriedades e os beneficios dos alimentos e seus constituintes sejam fundamentadas
em evidéncias cientificas adequadas e sejam realizadas em um contexto que contribua para uma
alimentacdo mais equilibrada e saudavel, evitando o uso dessas informacdes com foco apenas

em questdes comerciais (BRASIL, 2013).

Diversas pesquisas de mercado apontam uma maior preocupacéo dos brasileiros em
utilizar alimentos saudaveis. Uma das mais recentes, realizada pelo instituto internacional
Euromonitor, revelou que os alimentos funcionais movimentaram US$ 8,7 bilhdes de dolares
no Brasil em 2014, apresentando ainda expectativa de crescimento estimado em torno de 12%
até 2019 (EUROMONITOR, 2015; MARTINS, 2015).

O cuidado cada vez maior com a qualidade de vida e o interesse por novas
possibilidades que agreguem aos alimentos outras funcionalidades, além da nutricdo, sdo temas
de destaque na comunidade cientifica. Acrescentando-se a isso 0 apelo em relacdo ao uso
sustentavel dos recursos naturais fazem com que as recentes pesquisas tratem esses temas como
alvos de grande interesse (CORDELL, 2015).

O uso tradicional de plantas medicinais ¢ muito difundido no Brasil. Estima-se que
cerca de 60 mil espécies vegetais sejam oriundas dos diversos biomas brasileiros: Floresta
Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga (COSTA-LOTUFO et al., 2010).
Segundo a Convencdo da Diversidade Biologica (CDB), o Brasil possui de 15 a 20% de toda a
biodiversidade do planeta, sendo considerado, em nivel mundial, 0 maior em nimero de
espécies endémicas (BARREIRO; BOLZANI, 2009; UNEP/WCMC, 2016).

Sdo muitos os exemplos de produtos naturais que apresentam algum beneficio
terapéutico alem de nutrir. Heleno et al. (2015), em estudo utilizando cogumelos comestiveis
das espécies Volvopluteus gloiocephalus e Clitocybe subconnexa, observaram que as mesmas

provaram ser fonte de nutrientes, minerais e de moléculas bioativas, como os acidos fenolicos.
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Outros produtos como 0 mel, aparecem em pesquisas recentes associando alguns de seus
componentes como fendis e flavonoides a propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e
auxiliar no tratamento de certos tipos de canceres (BADOLATO et al., 2017; OSES et al.,
2016).

Em relag&o ao uso de plantas como fonte alimentar nutricional, o cha verde, obtido
das folhas de Camellia sinensis é um dos produtos naturais que mais se destaca nas pesquisas
e no mercado de alimentos com potencial funcional, isso principalmente pelo elevado teor (em
torno de 30%) de substancias fenolicas, conferindo propriedades antioxidantes e
neuroprotetoras. Além disso, o extrato de cha verde é utilizado na formulacdo de grande
variedade de produtos alimentares, incluindo: paes (WANG; ZHOU; ISABELLE, 2007),
biscoitos, maca desidratada (LAVELLI et al., 2010) e varios produtos a base de carne
(MITSUMOTO etal., 2005; TANG et al., 2001). Estudo recente (PINTO et al., 2015) realizado
por nosso grupo (CEFAC), mostrou o efeito neuroprotetor do extrato seco do cha verde em
modelo experimental da doenca de Parkinson, relacionado principalmente ao seu efeito
antioxidante e anti-inflamatdrio. Pelo menos parte desse efeito esta relacionado a presenca de

polifenois, como catequina e epigalocatequina, na planta.

Na regido Nordeste do Brasil, mais especificamente no estado do Ceara, destacam-
se pesquisas relevantes utilizando produtos naturais oriundos da regido, com o aproveitamento
de seus recursos. Dentre as espécies investigadas podemos relacionar a Amburana cearensis
cultivada, que tem mostrado caracteristicas bromatoldgicas promissoras para um produto de
interesse nutricional humano (LIMA et al., 2012; LEAL et al., 2011). Além de outras espécies
como o juca (Libidibia ferrea).

1.3. Juca (Libidibia ferrea) L.P. Queiroz.
1.3.1. Aspectos Geograficos, Botanicos e Etnofarmacologicos

Possuindo distribuicdo cosmopolita, a familia Fabaceae ou Leguminosae, inclui
cerca de 650 géneros e aproximadamente 18 mil espécies, representando uma das maiores
familias de Angiospermas e também uma das principais no ponto de vista econémico. No
Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 1.500 espécies. Tem como caracteristica a presenca de
frutos em forma de vagem (embora haja excecdes) e engloba desde espécies arboreas até
especies herbaceas (EMBRAPA, 2017).

O juca, Caesalpinia ferrea, recentemente reclassificada como Libidibia ferrea L.P.

Queiroz (Figura 1), é conhecido popularmente como pau ferro e jucaina. Arvore nativa do
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Brasil, madeira muito resistente, tem o tronco caracteristico, liso e branco com manchas. Pode
atingir de 10-15 metros de altura, seus frutos séo vagens achatadas de casca dura marrom-
escura, suas folhas sdo bipinadas, com inflorescéncia paniculada e legume indeiscente. A
espécie ocorre naturalmente no Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, na Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Figura 2) (LORENZI, 2002; LEWIS 2012). Pode ser encontrada em
quase todo o Ceara, sendo mais frequente na Serra do Araripe, Serra do Apodi, parte leste, oeste
e sul do estado (MAIA, 2004).

Figura 01 — Juca Libidibia ferrea (1- Casca, 2- Arvore, 3- Parte aérea, 4- folhas, 5- vagem, 6A-

Fonte: PAULO AIRES, 2014.

O juca apresenta valor energético de 1000 kJ/100g de farinhas obtida da semente,
42.7 £ 1.6% de proteinas e 1.8 £ 0.2% de lipideos. Apresenta ainda valores elevados de
aminoéacidos essenciais e ndo essenciais como Treonina (318 mg/g) e Arginina (1190 mg/g) e
minerais como potassio (1351 mg/100g), sédio (9,2 mg/100g) e calcio (268 mg/100g)
(CARVALHO et al., 2011). As folhas possuem concentragcdes superiores de minerais como:
ferro e manganés quando comparados aos de outras plantas medicinais como capim-santo,

cidreira, coldnia e malvarico, por exemplo (SILVA et al., 2010).
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As partes constituintes desta arvore vém sendo utilizadas na medicina popular para
0 tratamento de problemas hepéticos, respiratorios, distlrbios gastrintestinais e como
cicatrizante. Experimentos utilizando animais indicaram atividades analgésica, anti-
inflamatoria e antidlcera para extratos dos frutos e caule da planta (BACCHI; SERTIE, 1994;
CARVALHO et al., 1996).

Figura 02 — Mapa da distribuicdo geogréafica do jucé (Libidibia ferrea) no territorio nacional.

Pesquisas indicam que as propriedades terapéuticas descritas para L. ferrea incluem
ainda o uso da entrecasca para o tratamento de feridas, contusGes, combate a asma e a tosse
cronica (BRAGA, 1976).

Os frutos sdo antidiarréicos, anticatarrais e as raizes sdo antitérmicas (MAIA,
2004). Bacchi e Sertie (1994) descreveram o efeito da L. ferrea contra Glceras gastricas. Foram
relatadas ainda atividades anti-inflamatoria e analgésica por Thomas et al. (1988) e Carvalho
et al. (1996).

1.3.2. Constituintes quimicos.

O jucad apresenta rica bioprodugdo de compostos secundarios (Quadro 3).

Destacam-se as quantidades de compostos fendlicos presentes em todas as estruturas da planta
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como: taninos condensados, hidrolisados e chalconas. Estudos fitoquimicos utilizando as cascas
revelaram a presenca de cumarinas, flavonoides, saponinas, esteroides e taninos (GONZALEZ
et al., 2004; ARAUJO et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2011).

Dias et al. (2013), identificaram acidos graxos nos frutos apds extracdo por fluido
supercritico usando CO2. Analises por cromatografia gasosa revelaram que os frutos sdo
compostos por acidos graxos saturados e insaturados bem como por terpendides. Foram
identificados tambeém &cido linoleico, acido palmitico, acido elagico, gama-sitosterol, acido

estearico e lupenona.

Quadro 03 — Constituintes quimicos de Libidibia ferrea.

Nakamura et
0 OH al., 2002;
Vasconcelos et
al., 2011; Silva
) Fruto, et al
Acido galico Folhas, 2013: Sil.;/a ot
HO OH Casca | 4, 2014; Port's
etal., 2013;
OH Araljo et al.,
2014,
O
o HO AN Fruto: D|a§ etal.,
Acido linoléico Semente 2013; Sawada
AN et al., 2014.
@]
-
) OH Eruto: Dias et al.,
Acido palmitico Semenlce 2013; Sawada et
al., 2014.
. o Fruto: Dias et al.,
Acido estearico G Semen,te 2013; Sawada et
NN al., 2014
.- - o Dias et al.,
Acido elaidico PPN Fruto 2013,
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Dias et al.,

Lupenona Fruto 2013
. Dias et al.,
Gama-sitosterol Fruto 2013,
@]
3,4-dimetil- H Fruto Dias et al.,
benzaldeido 2013.
H,C
CH,
Souza et al.,
Galactomana Fruto 2010; Cunha, A.
Semente P. 2015.
Di-2- Fruto Dias et al.,
etilhexilfitalato 2013.
H
HO OH
Nakamura et
Metilgalato Fruto al., 2002; Silva
etal., 2013.
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Continuacao.

Ueda et al.,
Acido elagico Fruto, Casca 2002; 2004;
g Vasconcelos et
al., 2011.
. Port’s et al.,
Quercetina Folha 2013,
HO
o Lopes et al
opes et al.,
- OH
D-galactose OH Semente 2013,
OH
HO
o] Lopes et al.,
D-manose OH O oH Semente 2013,
OH
Acid i Sawada et al
cido awada et al.,
linolenico he™ T T CHz(CHz)sCHz)J\OH Semente 2014.
: PR
Acido Sawada et al.,
palmitolénico CHy(CH,),CH,” — CH,(CH,).CH "OH Semente 2014.
i Sawada et al
Acido caprico /\/\/\/\)J\OH Semente 2014
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Continuacao.

Pauferrol A Casca e Nozaki et al.,
Entrecasca 2007.
Casca e Ohiraet al.,
Pauferrol B Entrecasca 2013.
Casca e Ohiraet al.,
Pauferrol C Entrecasca 2013.
Vasconcelos et
Catequina Cascae al., 2011;
Entrecasca Araljo et al.,
2014.
OH
OH
Epicatequina ‘ Casca e Vasconcelos et
picateq HO e} O Entrecasca al., 2011.
OH
OH

Fonte: Adaptado de Ferreira e Soares (2015).
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1.3.3. Toxicologia e atividade bioldgica.

Estudos sobre a toxicidade de produtos naturais s&o fundamentais. Bacchi et al.
(1995) estudou os efeitos da administracdo oral do extrato de L. ferrea em ratos, o autor
observou gue 0s animais nao apresentaram alteracdo significativa no consumo de agua ou
alimentos e nem modificagdo no peso corporal durante 30 dias de experimento. Os animais
também ndo apresentaram sintomas de diarreia, piloere¢do, convulsbes e sonoléncia. A
inspecdo macroscopica nao indicou alteracdes no figado, baco, rins e pulmdes. Os pesos dos

Orgaos e pesos relativos ndo mostraram qualquer desvio significativo da normalidade.

Pesquisa sustentada por Freitas et al. (2012) em estudo sobre a atividade bioldgica
das vagens do juca utilizou ratos para avaliar a dose oral toxica. Os pesquisadores observaram
que nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg os extratos ndo induziram perda de peso de
camundongos ou morte de qualquer extrato ou fracdo. A investigacdo sugeriu que o extrato

aquoso das vagens de L. ferrea ndo apresentou toxicidade por via oral em camundongos.

Em relacdo a toxicidade neonatal, Peters et al., (2008), avaliou a toxicidade
reprodutiva de extratos aquosos de frutos de L. ferrea em ratos fémeas. Observou-se que a dose
administrada (300 mg/kg de peso corporal) no modelo experimental utilizado, ndo foi toxica

para a mée e nem interferiu na implantagédo do blastocisto.

A maioria dos estudos farmacoldgicos realizados com L. ferrea sdo baseados na
cultura popular. O cha da casca do caule e das folhas de L. ferrea tem sido usado para o
tratamento do diabetes (VASCONCELOS et al., 2011; HASSAN et al., 2015). Em vista dessa
importancia etnomedicinal, o Ministério da Saude incluiu esta espécie na lista nacional de
plantas medicinais de interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009).

Braga (1976), na terceira edigéo do livro "Plantas do Nordeste, Especialmente do
Ceard", relatou varias propriedades terapéuticas atribuidas ao jucd, incluindo: o tratamento e
alivio da asma, de contusdes, tosse crénica e feridas. Os frutos do juca apresentaram atividade
antimicrobiana em modelos utilizando Streptococcus sp., Candida albicans and Lactobacillus
casei, sendo justificada pela alta concentracdo de substancias polifendlicas (TRENTIN et al.,
2011).

Alguns experimentos em animais mostraram que o fruto e a casca apresentam
potencial analgésico, anti-inflamatorio e antitlcera (BACCHI; SERTIE, 1994; CARVALHO et
al., 1996). Nakamura et al. (2002) em pesquisas in vitro utilizando os frutos de L. ferrea,

mostraram que 0S mesmos apresentavam propriedades quimiopreventivas para o cancer,
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estando essa propriedade possivelmente relacionada a presenca de compostos como acido
gélico e metilgalato.

Mais recentemente varios estudos vém mostrando o potencial antioxidante do juca.
Port’s et al. (2013), através de ensaios de sequestro do radical DPPH e do sistema [3-
caroteno/acido linoleico, utilizando espécies vegetais oriundas da Amazonia, dentre elas o juca,
demonstraram alta capacidade antioxidante, corroborando com resultados de Hassan et al.
(2015), que avaliaram a atividade antioxidante do extrato etanolico de folhas de L. ferrea,
alcancando notavel atividade de eliminagéo de radicais no ensaio de DPPH, quantitativamente

comparavel ao &cido ascorbico.
1.4. Alimentos: Pro oxidantes, estresse oxidativo e antioxidantes.

Radicais livres sdo espécies quimicas reativas, com existéncia independente, que
possuem um elétron ndo emparelhado na dltima camada eletrénica. Essa configuracdo faz
dessas espécies, moléculas altamente instaveis, de meia vida curta e muito reativas
quimicamente (LICHTENBERG; PINCHUK, 2015).

A participacdo dos radicais livres € indispensavel para muitas funcdes fisioldgicas,
atuando em processos aerébicos, como na respiracdo celular; durante a fagocitose celular, na
exposicido microbiana e na atividade fisica intensa, por exemplo (POLJSAK; SUPUT;
MILISAV, 2013). Contudo, seu excesso pode causar 0 estresse oxidativo, caracterizado pelo
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/ERN)
(Quadro 4) e a capacidade do organismo de combater a acdo desses radicais através de
mecanismos enddgenos e exdgenos de protecdo antioxidante (Figura 3) (PISOSCHI; POP,
2015).

31



Quadro 04 — Principais espécies reativas de oxigénio (ERQ) e nitrogénio (ERN).

Radical superdxido Oy~
Radical hidroxila HO:
Radical hidroperoxil HO,:
Peroxido de hidrogénio H20;
Oxigénio singleto 0,
BN | Estuwraguimica |
Oxido nitrico NO-
Oxido nitroso N2Os
Nitritos NO;"
Nitratos NOs -
Peroxinitritos ONOO

Fonte: Bhattacharyya et al., 2014.
Dessa forma, o dano induzido pelos radicais livres no estresse oxidativo provoca

alteracbes em componentes celulares importantes como: lipidios, proteinas e DNA
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; KOHEN; NYSKA, 2002). Estando direta ou
indiretamente relacionados a fisiopatologia de varias doencas crbnicas, como: Parkinson,
Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica, enfisema, doencas
cardiovasculares, doencas inflamatérias, cataratas e cancer, por exemplo (LOPEZ-
ALARCONA; DENICOLA, 2013; TODA, 2011).

A primeira linha de defesa, os antioxidantes preventivos, atuam evitando a
formacédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs), através de mecanismos
como quelacdo de metais cofatores para a oxidacdo. Os antioxidantes de limpeza removem 0s
radicais livres antes que estes ataquem estruturas importantes, mecanismo comum nos
antioxidantes de origem alimentar. Os antioxidantes reparadores atuam na reparacdo dos danos
causados, neutralizando residuos e auxiliando na recuperacao das fungdes, como as enzimas de
reparo por excisdo de bases e de nucleotideos (DNA glicosilases e endonucleases) (NIKI,
2010).

As fontes exdgenas de antioxidantes estdo presentes em grande parte dos alimentos.
Destacam-se as vitaminas (C, E), os carotenoides (a-caroteno, -caroteno, licopeno) e 0s
polifendis (flavonoides, flavonas, isoflavonas, antocianos) (OROIAN; ESCRICHE, 2015).
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Figura 03 — Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante.

ANTIOXIDANTES ESTRESSE OXIDATIVO

Superéxido dismutase

Catalase

Acido trico ; :
Oxidant Radical alcoxil
Ceruloplasmina X10AMes o
A Peroxinitrito
Fernitina Anion S "
g Oxido Nitrico
Transferrina superoxido
Carotenoides EFEITOS Cancer
Acido ascérbico Doengas renais Diabetes
Fenois (flavonoides) Doengas cardiovasculares

Fonte: Adaptado de PISOSCHI; POP, 2015.
1.5. Neuroinflamacéo.

O envelhecimento é um fendmeno bioldgico natural e normal a todos os seres vivos.
No corpo humano, estima-se que a divisdo celular e 0 metabolismo ocorram de forma mais
abundante, até os 25 anos de idade. Além dessa idade, os produtos de metabolismo e o dano
celular se acumulam e os fen6tipos de envelhecimento aparecem, causando doengas. Entre estas
doencas relacionadas a idade, as doencas neurodegenerativas tém despertado muita atencédo
devido & sua irreversibilidade, falta de tratamento eficaz e adversidades sociais e econémicos
(HUNG et al., 2010).

Atualmente, as doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, doenga
de Parkinson e a doenca de Huntington afetam dezenas de milhdes de pessoas em todo 0 mundo
e infelizmente a medida que a populacdo mundial envelhece a incidéncia de muitas dessas
doencas continua a aumentar, esperando-se mais do que o dobro até 2050 (MARSH;
BLURTON-JONES, 2017).

Alguns mecanismos fisiopatoldgicos ja descritos na literatura relacionam as
doencas neurodegenerativas as disfungdes mitocondriais e a producdo excessiva de radicais
livres, resultando em estresse oxidativo (LIN; BEAL, 2006). Ao longo dos ultimos anos a
neuroinflamacéo crénica emergiu como um novo mecanismo patolégico comum que demonstra
impulsionar a progressdo da neurodegeneracdo (HENEKA et al., 2015; WANG; LIU; ZHOU,

2015). A neuroinflamacdo persistente ja foi documentada em grande parte das doengas
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neurodegenerativas progressivas, incluindo: Alzheimer, Doenca de Parkinson e Doenga de
Huntington (BLOCK; ZECCA; HONG, 2007; MINGHETTI, 2005; LIU; GAO; HONG, 2003).

Neuroinflamacao é a resposta inflamatoria no sistema nervoso central diante de
varias lesdes neuronais. As principais células envolvidas na neuroinflamacdo sdo micrdglia,
astrocitos e neurdnios (LEE; SUK, 2017). Os neurdnios contribuem para a neuroinflamacéo
fornecendo neuropeptidios, neurotransmissores e proteinas de superficie celular, além de
modular a microglia e astrdcito. Os astrdcitos sdo as células gliais mais abundantes no cérebro
humano adulto, sdo ativados apds traumas e lesdes neurodegenerativas, liberando uma série de
citocinas inflamatorias e quimiocinas que contribuem para a neuroinflamagdo. Contudo, as
microglias sdo os componentes celulares neuronais mais comumente relacionados a
neuroinflamacéo (LIDDELOW et al., 2017).

A microglia € uma célula primaria imunocompetente do SNC que foi descrita pela
primeira vez em 1920 por Rio Hortega, o qual identificou propriedade fagocitica e sugeriu que
essas celulas poderiam atuar de forma parecida com macrofagos periféricos (SAIJO; GLASS,
2011). Sob condic@es fisioldgicas normais, a microglia é ramificada com maultiplos ramos e
prolongamentos, ao expandir e retrair continuamente esses prolongamentos, a microglia
interage com neurdnios, astrocitos e vasos sanguineos e monitora constantemente o0 SNC e
sinapses para a presenca de lesGes teciduais e infec¢des por patdgenos. No entanto, dependendo
dos estimulos recebidos, torna-se ativada e sofre mudancas morfoldgicas distintas, passando de
uma forma ramificada para uma forma ameboide redonda com prolongamentos encurtados e
atividade fagocitica ativa (Figura 4) (LIDDELOW et al., 2017).

Figura 04 — Morfologia e ativacdo de células microgliais.

Fonte: https://www.dreamstime.com/stock-illustration-activation-microglia-neuron-nerve-cell-infographics-

vector-illustration-background-image90174529.
As alteragdes morfologicas sofridas pelas micrdglias resultam em um fenotipo pro-

inflamatdrio "classico™ chamado M1 ou em um fenétipo anti-inflamatério "alternativo™,

conhecido como M2. O fendtipo M1 pode ser induzido por varios estimulos, tais como padrdes
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moleculares associados a patogenos (PAMPS, lipopolissacarideos bacterianos (LPS), padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs, ATP, DNA, agregados de proteina, como peptideos
amiloides-beta, alfa-sinucleina e citocinas (fator de necrose tumoral [TNF] e interferon-gama
[IFN-y]), levando a liberacao de citocinas pro-inflamatdrias, 6xido nitrico (NO), quimiocinas e
espécies reativas de oxigénio / nitrogénio (EROS / ERNS) que sdo geralmente de natureza
neurotdxica. No entanto, os glicocorticOides e certas citocinas, incluindo interleucinas (IL-4 e
IL-10), e o fator de crescimento transformador (TGF- ) podem induzir o fen6tipo M2, levando
a producdo de varias citocinas anti-inflamatérias. Foi relatado que o equilibrio entre os
fendtipos M1 e M2 tem impacto na neuroinflamacdo e nos mecanismos regenerativos e
reparadores. Um desequilibrio nas popula¢ées M1 / M2, com predominéancia do fenétipo M1,
tem sido frequentemente observado em muitas doencas neurodegenerativas em estagios tardios
(BOLOS; PEREA; AVILA, 2017; JHA; LEE; SUK, 2016).

As evidéncias sugerem que a neuroinflamagdo crbnica é uma manifestacdo
patoldgica de ocorréncia em grande parte das doencas neurodegenerativas. Portanto, pode-se
inferir que a neuroinflamacdo derivada de células neurais, mais especificamente microglia,
poderia ser um alvo terapéutico atraente para o estudo de novas alternativas terapéuticas para o

tratamento de doengas neurodegenerativas.
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2. JUSTIFICATIVA.

Atualmente, a consciéncia relativa a biodiversidade de alimentos existentes vem
ampliando o enfoque das tabelas e bancos de dados de composi¢do quimica de alimentos. A
obtencdo de dados referentes a composi¢do de alimentos brasileiros tem sido estimulada com o
objetivo de reunir informacGes atualizadas, confiaveis e adequadas a realidade nacional
(LAJOLO, 1995). Aliado a isso, estudos epidemioldgicos vém sugerindo que vitaminas e
minerais antioxidantes assim como metabdlitos secundarios dos vegetais podem desempenhar

papel importante na prevencdo de doencas cronico-degenerativas. (CHEN, 2002).

A Universidade Federal do Ceard, particularmente os laboratérios de
Farmacognosia e de Bromatologia tém se dedicado a pesquisa interdisciplinar de plantas da
flora nordestina, caracterizando-as do ponto de vista quimico, bromatol6gico e farmacoldgico.
Nesse sentido, dentre as espécies investigadas podemos relacionar a Amburana cearensis
(cumaru) e L. ferrea (LEAL et al., 2000; 2003; 2006; CANUTO et al., 2006; 2007; CHAGAS
NETO, 2015).

L. ferrea L.P. Queiroz (Fabaceae), conhecida popularmente como juca, é uma
arvore presente na caatinga e utilizada tradicionalmente no tratamento de asma e Ulceras
gastricas (BRAGA, 1976; BACCHI; SERTIE, 1994). Estudos quimicos mostraram a presenca
de flavonoides e &cidos fendlicos nos extratos das folhas dessa arvore (PORT'S et al., 2013;
SILVA et al. 2014). Pesquisas anteriores realizadas pelo nosso grupo de pesquisa permitiram a
caracterizacdo bromatoldgica preliminar do extrato hidroalcod6lico das folhas, apresentando teor
de nitrato, um composto antinutricional, igual a 10,89 pg NOs/ 100g de droga vegetal, valor
dentro do aceitavel (370 ug NO3z7/100g) segundo a FAO (2003) além da determinacdo do
potencial antioxidante/agdo sequestradora do radical DPPH destes extratos (CHAGAS NETO,
2015).

Observando a atividade antioxidante das folhas de juca e sabendo da correlacdo
dessa com a capacidade anti-inflamatoria, pode-se propor a avaliacdo do potencial anti-
inflamatdrio do juca utilizando modelo celular de células microgliais (LIN; BEAL, 2006).

Diante do exposto, é oportuno prosseguir os estudos com L. ferrea, visando o
aproveitamento das folhas dessa espécie no desenvolvimento de um extrato seco padronizado
com propriedades nutricionais e biologicas que possam qualifica-lo no futuro como alimento

funcional.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo Geral:

Desenvolver o extrato padronizado das folhas de juca (Libidibia ferrea) e avaliar
seu potencial nutricional e anti-inflamatério com auxilio de modelos quimicos e bioldgicos -

cultura de micréglia.
3.2. Objetivos Especificos:

o Desenvolver um extrato de folhas de L. ferrea através de planejamento experimental
(2%), empregando como resposta o teor de fendis totais;

e Determinar o teor de flavonoides no extrato liofilizado de L. ferrea;

e Investigar o perfil cromatogréfico do extrato e determinar o teor de metabdlitos
secundarios no extrato liofilizado da planta;

e Auvaliar a acdo sequestradora de radicais livres;

e Investigar o potencial nutricional do extrato de L. ferrea;

e Avaliar a toxicidade e o potencial anti-inflamat6rio em cultura celular neuronal

(microglia, linhagem BV?2).
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1. Materiais.
4.1.1. Material Vegetal.

As folhas de Libidibia ferrea L.P. Queiroz foram coletadas em margo de 2017 no
horto de plantas medicinais localizado na Av. do Contorno, s/n. Campus do Pici — Fortaleza (3
© 44'45.9 "S 38 ° 34'39.1" W), no municipio de Fortaleza, Ceard. A exsicata da espécie (n°
58169) encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia,
Universidade Federal do Ceard. O material vegetal foi previamente seco em estufa com
circulacdo de ar, a umidade das folhas se mantiveram entre 8-14%. O material foi pulverizado
em moinho de facas e tamisado. O p6 moderadamente grosso foi escolhido para a preparacao
do extrato (BRASIL, 2010).

4.1.2. Material bioldgico.

Utilizou-se linhagem de células microgliais do tipo BV2 do cérebro de ratos,

transformados por retrovirus. Obtido do banco de células do Rio de Janeiro.
4.1.3. Drogas reagentes e substancias quimicas de referéncia.

Sulfanilamida, &cido fosférico (Dindmica, Brasil); alcool etilico comercial
absoluto; 4gua Milli-q, radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), dimetilsulféxido (DMSO),
quercetina, acido ascérbico, NEED, lipopolissacarideo, acido galico (Sigma, EUA), reagente
Folin-Ciocalteau (Merck, Alemanha), etanol grau CLAE, metanol grau CLAE, cloreto férrico,
sulfato de sodio (Vetec, Brasil), cido sulfarico P.A. (Neon, Brasil), hidroxido de sddio P.A.
(Synth); vermelho de metila, acido bérico (Avantor); solvente deuterado, metanol (CD30D)
(ACROS); carbonato de sodio, acido cloridrico P.A., sulfato de cobre (Dindmica, Brasil),
(Sigma, EUA), meio de cultura RPMI-1640 (Life Pharma).

4.2. Desenvolvimento e preparo do extrato de Libidibia ferrea.

A preparacgéo do extrato liquido visou a aquisicao de concentracdes satisfatorias de
compostos polifendlicos. Estudo prévio realizado com plantas coletadas em abril de 2016
buscou determinar as condicgdes ideais para a produgéo do extrato de folhas de L. ferrea. Para
isso foram produzidos dez extratos utilizando combinacdes de metodologias extrativas
(maceracdo 24 horas, turbdlise 15 minutos e percolacéo) e de solventes (agua, etanol e metanol)

como mostrado na tabela 1. Quantificou-se o teor de fendis totais pela metodologia descrita na
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secdo 4.3. Através desses resultados foi possivel avaliar previamente a influéncia do método

extrativo e do solvente no teor de fendis totais.

Tabela 01 — Sele¢do da metodologia extrativa das folhas de Libidibia ferrea.

Agua X X
Metanol 30% X X
Metanol 50% X X
Metanol 70%

Metanol 80% X
Etanol 70% X

Legenda: X: extratos produzidos utilizando a técnica extrativa e o solvente indicado.
Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.

Utilizando os resultados obtidos, realizou-se a otimizagdo do processo extrativo de

fendis totais das folhas de juca. Por meio do programa estatistico STATISTICA®, procedeu-se

um estudo de planejamento fatorial 23, utilizando ponto central, no qual foi investigado o efeito

da proporc¢do das varidveis independentes: folhas de L. ferrea em solvente (p/v), concentracdo

de solvente em &gua (v/v) e tempo de homogeneizacdo (min) em ultra-turrax ® (T-25; IKA,

Alemanha). A concentracdo de fendis totais foi utilizada como varidvel resposta. A Tabela 2

apresenta os fatores e as proporcées utilizados na producao dos extratos liquidos das folhas de

juca.
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Tabela 02— Planejamento fatorial 23, utilizando ponto central em triplicata (negrito), para
producéo de extrato de Libidibia ferrea.

1 24 10 4
2 36 10 4
3 24 40 4
4 36 40 4
5 24 10 16
6 36 10 16
7 24 40 16
8 36 40 16
9 20 25 10
10 40 25 10
11 30 0 10
12 30 50 10
13 30 25 0
14 30 25 20
15 30 25 10
16 30 25 10
17 30 25 10

Legenda: Dv: droga vegetal; Solv: solvente; MeOH: metanol; min: minutos.
Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.

A velocidade de rotacdo no aparelho de ultra-turrax foi de 4200 rpm para todos 0s
extratos. Em decorréncia do calor produzido pelo atrito das hélices com o material vegetal,
houve a cada 5 minutos de rotacdo uma pausa de 5 minutos com o objetivo de preservar a

integridade de substancias termossensiveis.

Para que houvesse um padrdo em relacdo ao tempo em que a droga vegetal
permanecesse em contato com o respectivo solvente extrator, estabeleceu-se que todos 0s
extratos, mesmo o0s de menores tempos (4 minutos de agitacdo, por exemplo), permanecessem
em maceracgdo até 35 minutos. Tempo determinado com base no maior tempo de rotacdo (20

minutos) somado a 15 minutos dos tempos dos intervalos mencionados anteriormente.
4.2.1. Determinacédo de solidos totais.

A determinacdo de solidos totais foi realizada segundo metodologia descrita por
Souza; Bassani e Schapoval (2007). Em cadinhos de porcelana de massa conhecida, adicionou-
se 1mL de extrato. O material foi seco em estufa, utilizando temperatura de 105° C. Em seguida

resfriou-se em dessecador e pesaram-se novamente os cadinhos.
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A anélise foi realizada em triplicata. O teor de solidos totais foi calculado utilizando
a equacdo:

(M. cadinho + amost.sec.) — (M. cadinho sec.)

mg
7 l d 1 —_ ) =
Solidos totais (mL) volume da amostra

4.3. Fendis totais dos extratos produzidos utilizando planejamento fatorial 23,

A dosagem de fenais totais foi realizada utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.
Composto por dois acidos, o fosfotunguistico e o fosfomolibidico, cujo
tungsténio e molibdénio apresentam estado de oxidacdo 6*. Na presenca de agentes redutores,
como os compostos fenodlicos, a média do estado de oxidacdo desses ions encontra-se entre 5 e
6, formando os chamados tungsténio molibdénio de coloracdo azul, cuja intensidade € medida
por espectrofotometria. Foram transferidos 100uL das solu¢6es amostra de L. ferrea (diluicdo
1:25) e padrdo acido galico para baldo volumétrico de 10 mL, onde foram adicionados 250 pl
do reagente de Folin-Ciocalteau 1 N e 4 mL de agua ultra-pura. Apdés alcalinizar o meio (3 ml
de Na,COz a 10%) o volume foi completado com &gua ultra-pura. Decorrido 15 min, a
temperatura ambiente, realizou-se a leitura espectrofotométrica (785 nm) no UV-VIS. Os
compostos fendlicos totais foram expressos como miligramas equivalentes de acido galico por
grama (mg EAG/g) (SOUSA et al., 2007).

4.3.1. Preparo da solucao padréo de acido gélico.

A solucdo padrdo de acido galico (solucédo estoque) foi preparada dissolvendo-se o
equivalente a 10 mg do padrao, pesado analiticamente, em 2 mL de etanol PA em baldo de 25

mL completando o restante do conteddo com agua ultra-pura.
4.3.2. Construcéo da curva de calibracéo.

A curva de calibracdo de &cido galico foi construida com o emprego de 6
concentracdes de acido galico, com faixa de trabalho entre 1 e 6 pg/mL, preparadas por meio
de diluicGes de aliquotas de uma solucdo estoque (400 pg/mL). Para cada ponto da curva foram

utilizadas trés réplicas.
4.4. Escolha e preparo do extrato seco de Libidibia ferrea.

O extrato liquido com maior teor de fenois totais obtido apds a realizacdo do
planejamento fatorial foi empregado na produgéo do extrato seco liofilizado. O extrato liquido
foi concentrado em rotaevaporador, com o0 objetivo de retirar o contetdo de metanol presente,
com base no ponto de ebulicio do metanol e da 4gua (P.E Metanol = 64,7; P.E Agua = 100°C).

O contetdo aquoso resultante foi liofilizado e o pd obtido foi ressuspenso em agua destilada na
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concentracdo final de Img/mL. A dosagem de fenais totais foi novamente realizada, segundo a
metodologia descrita no item 4.3 (utilizando 150uL de solucdo amostra), com o extrato
liofilizado das folhas de L. ferrea (ELFLF) para célculo de perdas significativas devido ao

processo de liofilizacdo e prosseguiu-se com a realizacdo de outras andlises.
4.5. Caracterizacédo do ELFLF.
4.5.1. Prospeccao fitoquimica do extrato seco de Libidibia ferrea.

O estudo foi realizado segundo metodologias classicas para deteccao das principais
classes de metabolitos secundarios. Com uma aliquota do ELFLF, determinou-se
qualitativamente a presenca de flavonoides, alcaloides, heterdsides saponinicos e taninos
(MATOS, 1997).

4.5.2. Perfil cromatografico do ELFLF por CLAE.

O perfil cromatogréafico foi obtido utilizando sistema cromatografico Shimadzu
(Japdo) acoplado a detector com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). Utilizou-se coluna
analitica C-18 (Tedia) com 250x4,6mm e tamanho de particula interna 5 um. Foi utilizada como
fase movel: dgua ultrapura e metanol grau CLAE. As condic¢des cromatograficas e a propor¢do

da fase movel sdo observadas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 03 — Condicbes cromatogréaficas utilizadas para obtencdo do perfil cromatogréafico do
extrato liofilizado de folhas de Libidibia ferrea.

Coluna C18 Kromasil
Deteccgéo UV-DAD (varredura 220 a 400 nm)
Volume de injecéo 20 pL
Tempo de corrida 60 minutos

Fase movel A

Agua ultrapura

Fase movel B

Metanol grau CLAE

Fonte: Elabora¢do do autor, 2017.

As amostras do ELFLF foram diluidas em &gua e em seguida foram filtradas

utilizando filtro para seringa PVDF com 25 mm de didmetro e porosidade 0,45um (Millipore).
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Tabela 04 — Proporcdo de fase movel utilizada para obtencdo do perfil cromatografico do
extrato liofilizado de folhas de Libidibia ferrea.

0,01 90 10
10,00 70 30
50,00 10 90
60,00 0 100

Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.
A identificacdo dos marcadores quimicos do extrato foi realizada através do tempo

de retencdo e do espectro UV comparativo a um padrdo conhecido.

O extrato obtido foi submetido a fracionamento cromatogréafico em cartucho de
silica quimicamente modificada C-18 (Strata-Phenomenex). A eluig&o foi conduzida utilizando
50 mL de mistura de solventes H,O e MEOH. Este procedimento resultou em 5 fra¢6es (H20,
MEOH 25%, MEOH 50%, MEOH 75% e MEOH 100%). A fracdo metanolica 50%, ap0s
verificacdo prévia por cromatografia em camada delgada (CCD), foi coletada e analisada em
sistema cromatogréafico (Agilent - EUA) acoplado a detector com arranjo de fotodiodos (CLAE-
DAD). Utilizou-se coluna cromatogréafica semipreparativa SB C-18, 250x9,4mm, 5u (Zorbax)
e pré-coluna C-18, 5 um (Phenomenex). Foi utilizada como fase mdvel: adgua ultrapura e
metanol grau CLAE e metodologia de corrida isocréatica (45% metanol e 55% agua ultrapura).
As condicOes cromatogréficas sdo observadas na tabela 5.

Dois picos foram coletados. Essas amostras foram liofilizadas e tiveram suas
estruturas elucidadas através de espectroscopia utilizando aparelho de ressonancia magnética
nuclear (RMN).

Tabela 05 — CondicBes cromatograficas utilizadas para purificacdo e coleta de dois picos da
fracdo metandlica 50% do extrato liofilizado de folhas de Libidibia ferrea.

Coluna C18 Zorbax
Pré-coluna C18 Phenomenex
Deteccgéo UV-DAD (325 nm)
Volume de inje¢do 500 pL
Fluxo 3 mL/minuto
Tempo de corrida 12 minutos
Fase mével A Agua ultrapura
Fase movel B Metanol grau CLAE

Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.
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4.5.3. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN? H).

A elucidacdo da estrutura molecular das amostras coletadas foi realizada em
parceria com o departamento de quimica da Universidade Federal do Ceara, sob a coordenacéo
da professora Dra. Antdnia Torres Avila Pimenta. Os espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN! H) foram obtidos em espectrometros Bruker, modelo Avance
DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500, pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicagéo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceard (CENAUREMN-
UFC).

O espectrometro Bruker Avance DPX-300, equipado com sonda de deteccédo
inversa de 5 mm e magneto de 7,046 T foi operado nas frequéncias de 300,13 MHz para
hidrogénio. Nos experimentos realizados no aparelho Bruker Avance DRX-500, foram
aplicadas frequéncias de 500,13 MHz (* H), sob um campo magnético de 11,744 T. O tipo de
sonda variou conforme o tipo de técnica: sonda dual de 5 mm com deteccdo direta
(experimentos unidimensionais) e sonda multinuclear de 5 mm com deteccdo inversa

(experimentos bidimensionais).

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado,
metanol (CD30D), comercializados pelas empresas ACROS, Cambridge Isotope Laboratories,
Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados, metanol (3H 3,31).
As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN * H foram indicadas segundo
a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), g (quarteto), m
(multipleto).

4.6. Teor de flavonoides.

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios, pertencentes a classe dos polifendis, que
possuem propriedades antioxidantes, antiviral, antibacteriana e anti-inflamatoria (WEBER et
al., 2003; ALVESALDO et al., 2006; SUBARNAS; WAGNER, 2000; WIDLANSKY et al.,
2005).

O teor de flavonoides foi quantificado utilizando a metodologia de Ahn et al. (2007)
modificada. Para 2 mL de extrato foram adicionados 800uL de AICI3 2% e completou-se o
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volume com metanol 50%. Ap6s 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro (Thermo scientific genesys 10S, USA) na absorvancia
de 415nm no UV-VIS. O contetdo de flavonoides foi expresso em equivalente de quercetina
(mg EQ/g de extrato).

4.6.1. Preparacdo da solugdo padrao de quercetina.

A solucdo padrdo de quercetina (solucéo estoque) foi preparado dissolvendo-se o
equivalente a 15 mg do padréo, pesado analiticamente, em 2 mL de dimetilsulféxido (DMSO)

em baldo de 25 mL completando o restante do conteido com metanol PA.
4.6.2. Construcao da curva de calibracéo.

A curva de calibracdo de quercetina foi construida com o emprego de 5
concentracdes de quercetina, com faixa de trabalho entre 3 e 12 pg/mL, preparadas por meio
de diluicGes de aliquotas de uma solucdo estoque (600 pg/mL). Para cada ponto da curva foram

utilizadas trés réplicas.
4.7. Anélise nutricional do ELFLF.
4.7.1. Avaliacdo do teor de proteina bruta.

O teor de proteina bruta foi avaliado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2006).
Foram pesadas 150 mg da amostra liofilizada e adicionado ao tubo de Kjeldahl, Em seguida a
amostra passou por uma etapa de digestédo acida, utilizando 5 mL de &cido sulfurico concentrado
e uma mistura catalisadora (Na2SO4 e CuSO4, 10:1). A amostra permaneceu em bloco digestor
na temperatura de 370° C até coloracdo verde claro, adicionou-se uma aliquota de agua

destilada para completa dissolucdo do material.

Apbs o resfriamento, a amostra seguiu para a etapa de destilacdo no aparelho de
Kjeldahl. Adicionou-se 20 mL de NaOH na amostra. Em erlenmeyer adicionou-se 50 mL de
agua destilada, 30 mL de acido boérico a 4% + 4 gotas do indicador vermelho de metila. O
nitrogénio da amostra foi destilado por arraste para a solucéo de acido borico no erlenmeyer até

coloracdo verde claro e volume final 75 mL.
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Seguiu-se para a Gltima etapa, titulacdo utilizando HCI 0,1N até a viragem do
indicador para rosa claro. O percentual de proteinas na amostra foi calculado utilizando a

seguinte equacao.

VXN x14 x 100

Proteina bruta (%) = y X 6,25

Onde:

V= volume de HCI 0,1N gasto na titulacao
N= Normalidade da solucdo de HCI = 0,1
A= massa da amostra (mg).

4.7.2. Determinacdo de minerais: Espectrometria de absorcao éptica com plasma

acoplado indutivamente (ICP-OES).

A espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICPOES)
é uma técnica multielementar, rapida e sensivel que pode ser apropriadamente aplicada para a

determinacdo de minerais em amostras.

O equipamento Perkin Elmer, Modelo Optima 7000 DV (EUA) foi usado para a
quantificacdo de célcio (Ca), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco
(Zn). As seguintes linhas espectrais foram empregadas: Ca (393,366 nm), Fe (259,939), Mg
(279,77 nm), Mn (259,372 nm), Pb (261,418 nm) e Zn (202,548 nm). Todas as medidas foram
feitas em triplicatas e as areas dos picos de intensidade foram integradas nos respectivos
comprimentos de onda de cada elemento. A Tabela 6 mostra as condi¢cBes operacionais do

equipamento.

Para digestdo da amostra (200 mg) foi utilizado 5 mL de HNO3z a 65%. As amostras
foram colocadas em um bloco digestor a 120° C por 3h. Em seguida as amostras foram diluidas

para um volume de 20 mL do mesmo &cido. A digestdo foi feita em triplicata.
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Tabela 06 — CondicGes operacionais do ICP OES (configuracdo axial e radial).

Céamara de Nebulizacdo Double-pass

Nebulizador Cross-flow
Injetor de Alumina (mm D.l.) 2,4
Gerador de Radio Frequéncia (MHz) 40

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1100

Fluxo gas (argdnio) de plasma (L/min): 15
Fluxo de nebulizagdo de argbnio (L/min) 0,8
Fluxo auxiliar de argénio (L/min) 0,5
Taxa de aspiracdo da amostra (L/min) 1,4

Legenda: As analises foram realizadas em triplicata. Mm D.I: milimetros de diametro interno, MHZ: mega-hertz,
W: watts, L/min: litros por minuto.
Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.

4.8. Avaliagdo da atividade antioxidante do ELFLF: teste do sequestro do radical
DPPH.

A atividade antioxidante foi determinada segundo metodologia de Saint-Cricq de
Gaulejac et al. (1999) modificado. O método é baseado na reduc¢éo do radical DPPH (2,2-difeni-
1-picril-hidrazil), usando como padréo a vitamina C. Aliquotas de 50 pL de concentragdes
crescentes de ELFLF (12,5; 25; 50; 100pg/mL) e vitamina C (acido ascorbico, 50 ug/mL, droga
padrdo) foram adicionados a 250 pL de solu¢do de DPPH (0,05 mg/mL numa solucdo de
metanol/tampao acetato pH 5,4 - 8:2 v/v) em placas com 96 pogos. As solugfes foram mantidas
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorridos 30 min, a leitura foi realizada em leitora

de Elisa a 520 nm. O percentual de inibicéo foi calculado de acordo com a Equacéo:

% inibicdo=[ (A0 — Ac) /A0) ] x100
Onde:
AO= absorbancia do controle.

Ac= absorbancia da solucdo na presenca da droga teste.
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4.9. Avaliacéo pré-clinica do ELFLF.
4.9.1. Avaliacgéo da citotoxicidade (MTT).

O ensaio do MTT consiste em uma analise colorimétrica que quantifica
indiretamente o numero de células viaveis, baseada na conversdo do sal amarelo, 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetraz6lio (MTT), em formazan, composto de coloragdo purpura
e insoltvel em 4gua. A auséncia da reducdo do MTT € indicativo de diminuicdo da atividade
metabdlica celular, ou seja, da viabilidade celular (MOSMANN, 1983). Foram utilizadas para a
avaliacdo da viabilidade celular populacdes de micrdglias BV2. Estas foram mantidas em meio
RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37°C e 5% CO>. As micrdglias
foram plaqueadas a uma densidade final de 1 x 10° células por poco, com volume final de 200
pL.

Foram adicionados nos pogos concentragdes crescentes do ELFLF (1-100 pg/mL),
e 24 h depois foi adicionado o MTT (concentracéo final 0,5 mg/mL) para reducdo a formazan
intracelularmente. Ap6s 1 h as células foram centrifugadas (130 G, 5 min), foram retirados 180
pL do meio e adicionados 150 pL. de DMSO puro por 15 min para lise celular e solubilizagao
do sal de formazan. Procedeu-se a leitura da absorvancia a 570 nm. Os resultados foram

expressos em porcentagem de controle (amostras sem o ELFLF).
4.9.2. Determinagdo da atividade anti-inflamatoria: determinacéo de nitrito.

A concentragdo de nitrito foi determinada conforme descrito por Green et al.
(1981). O método baseia-se na utilizacdo do reagente de Griess que é capaz de revelar a
presenca de nitrito através de uma reacdo de diazotizacdo, pela formacgdo de um cromoéforo de

cor rosa, com pico de absorvancia em 560 nm.

Uma suspensdo de células da microglia BV2 (populagdo: 1 x 10° cels/mL) foi
incubada durante 24 horas em placa de 96 pocos. Apds esse tempo foi adicionado o ELFLF e
uma hora depois o indutor da resposta inflamatéria, LPS. O meio de cultura foi retirado da
incubacéo apos 24 horas e em seguida adicionou-se 100 pL do reativo de Griess (sulfanilamida
1% em 1% de acido fosférico e NED 0,1%, em &cido fosforico 1%, 1:1). Para o branco, 100
ML do reagente de Griess foi adicionada a 100 puL de meio de cultura celular. Foi realizada a
leitura espectrofotométrica em leitora de microplacas (560 nm). Uma curva padrdo foi utilizada
para a determinacgédo da concentracdo de nitrito nas amostras. O procedimento foi realizado em

triplicata em trés diferentes dias.
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4.10. Analise estatistica.

Os resultados relacionados ao planejamento de preparo dos extratos foram
adquiridos por meio do software Statistica®, utilizando planejamento Fatorial 22 com ponto
central em triplicata. A andlise estatistica da andlise de atividade antioxidante e dos ensaios
bioldgicos foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.0 (USA). Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e a comparacgdo entre as médias
foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) e ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p <
0,05.
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5. RESULTADOS.
5.1. Desenvolvimento do extrato de Libidibia ferrea.

5.1.1 Selecdo da metodologia extrativa.

Os valores de fendis totais das metodologias preliminares avaliadas (Tabela 7)
indicaram a influéncia da técnica e do solvente selecionados. Os dados foram expressos em
porcentagem de residuo seco.

Tabela 07 — Estudo preliminar da producdo de extrato liquido de folhas de Libidibia ferrea.

Agua 29,14% 23,90%
Metanol 30% 32,8% 34,20%
Metanol 50% 34,50% 37,90%
Metanol 70% 14,90%
Metanol 80% 42,10%
Etanol 70% 26,20%

Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.
Observa-se que a percolacao utilizando metanol a 70% foi a técnica que apresentou

o pior resultado de extracdo de fendis totais. A maceragédo destacou-se por ser a técnica extrativa
com os melhores resultados de extracdo desses compostos secundarios, apresentando-se menor
proporc¢do apenas quando comparada a turbélise de 15 minutos, utilizando agua como solvente.
A utilizacdo da maceracao associada a turbolise e propor¢des maiores de metanol
em agua foram escolhidas para otimizagdo do extrato liquido de folhas de juca.
5.1.2 Otimizacédo do extrato de folhas de Libidibia ferrea.
A otimizacdo do processo extrativo mostrou que o extrato 3 (Tabela 8) apresentou

as melhores condicdes para a extracdo de maior contetdo de fendis totais.
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Tabela 08 — Otimizacdo da extracao de fendis nos extratos das folhas de Libidibia ferrea.

1 24 10 4 230,5 15,5 22,4
2 36 10 4 218,9 33,6 21,9
& 24 40 4 283,7 29,7 28,4
4 36 40 4 257,6 35,6 25,8
5 24 10 16 210,6 8,2 21,1
6 36 10 16 215,0 39 21,3
7 24 40 16 270,1 7,7 27,0
8 36 40 16 271,6 10,6 21,2
9 20 25 10 230,1 29,6 23,0
10 40 25 10 208,0 23,6 20,8
11 30 0 10 180,8 16,9 18,1
12 30 50 10 265,2 37,7 26,5
13 30 25 0 234,8 40,1 23,5
14 30 25 20 212,5 41,3 21,3
15 30 25 10 232,3 39,25 23,2
16 30 25 10 232,0 37,7 23,2
17 30 25 10 225,8 37,65 22,5

Legenda: As analises foram realizadas em triplicata. DV: droga vegetal; Solv: solvente; MeOH: metanol; min:

minutos; mgAG/mL: miligrama equivalente de &cido galico por mililitro.

Fonte: Elaboragdo do autor, 2017.

A avaliacdo da linearidade da analise de fenois totais foi realizada utilizando uma

curva de calibragdo com padréo acido gélico. A Tabela 9 e a Figura 5 trazem as concentracGes

e os valores de absorvancia, mostrando a equacao da reta.

Tabela 09 — Absorvancia do padrdo acido galico obtido por espectrofotometria a 785 nm.

0,088+0,001

0,202+0,008

0,311+0,001

0,464+0,028

0,563+0,010

OO~ |W[IN]| P

0,665+0,007

Legenda: Os valores de absorvancia estdo expressos como média + DP. As analises foram realizadas em triplicata.

DP: desvio padréo.

Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.
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Figura 05 — Curva de calibracéo do acido galico obtida pelo método espectrofotométrico a 785
nm.
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Fonte: Elabora¢do do autor, 2017.
A interacdo entre as variaveis utilizadas na producéo do extrato foi avaliada através

da anélise obtida pelo Grafico de Pareto (Figura 6). As variaveis analisadas foram: proporcao
de folhas de L. ferrea em solvente (p/v) (X1), concentracdo de solvente metanol em agua (v/v)
(X2) e tempo de rotacdo (X3). A concentracdo de fenois totais foi utilizada como variavel

resposta. Test t Student (p <0,05).

Figura 6 — Grafico de Pareto das varidveis estudas para otimizagdo do extrato de L. ferrea.

X1

X3

Variaveis

Xz - X3
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Efeitos padronizados  (tcaic)
Legenda: X1: proporcdo de folhas de L. ferrea em solvente (p/v), X2: concentracao de solvente metanol em agua
(v/v) X3: tempo de rotacdo.
Fonte: Elaboragdo do autor, 2018.
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5.2. Material liofilizado.
5.2.1. Teor de Fendis totais do ELFLF.

A quantificacdo de substancias fendlicas do liofilizado de folhas de L. ferrea foi
realizada utilizando extrato com concentracdo de 1mg/mL. A linearidade foi avaliada através
de uma curva de calibracéo (Figura 7) construida a partir dos valores de absorvancia mostrada
na Tabela 11. Os valores da média da absorvancia, concentracao e o percentual de fenois totais

sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 — Concentragdo de fenois totais do ELFLF obtidos por espectrofotometria UV-VIS

a 785 nm.

0,453+0,018 260 26
Legenda: O valor de absorvancia esta expresso como média £ DP. A analise foi realizada em triplicata. DP: desvio

padréo.

Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.

Tabela 11 — Absorvancia do padréo &cido galico obtido por espectrofotometria UV-VIS a 785

nm.

0,073 + 0,002
0,220 + 0,002
0,329 £ 0,006
0,462 £+ 0,033
0,576 £ 0,019

6 0,681 + 0,001

Legenda: Os valores de absorvancia estdo expressos como média + DP. As analises foram realizadas em triplicata.
DP: desvio padréo.
Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.

a | hlw | N[
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Figura 07 — Curva de calibracdo do cido galico obtida pelo método espectrofotométrico UV-

VIS a 785 nm.
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Fonte: Elabora¢do do autor, 2017.

5.2.2. Prospeccao fitoquimica do ELFLF.

A triagem fitoquimica preliminar do extrato liofilizado de L. ferrea revelou a

presenca de heter6sides saponinicos e taninos (Tabela 12).

Tabela 12 — Prospeccdo fitoquimica do ELFLF.

HCI-R e fita de Magnésio Coloracéo rosa ou vermelha Flavonoides N&o detectado

Mayer Precipitado branco Alcaloides N&o detectado

Bertrand Turvacdo branca Alcaloides N&o detectado

Dragendorff Precipitado laranja Alcaloides N&o detectado

Bouchadart Coloragéo vermelha Alcaloides N&o detectado
Agitacdo vigorosa Camada de espu3rga”¢]aisr’:jc’1vel por mais de Saponinicos Detectado
FeCI3 1% Mudanca de coloracéo ou formacéo de Taninos Detectado

precipitado

Legenda: HCI-R: acido cloridrico concentrado; FeClI3: cloreto férrico.

Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.
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5.2.3. Perfil cromatografico do ELFLF.

Atraveés do perfil cromatografico do ELFLF foi possivel identificar o &cido galico
(Figura 8). Para isso, o tempo de retencdo e o espectro UV-VIS foi comparado com um padréo
de &cido galico.

O cromatograma da fracdo metandlica 50% esté apresentado na Figura 9. Por meio
dos dados observados nesse cromatograma foi possivel isolar duas substancias puras e

posteriormente identifica-las por RMN.
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Figura 08 — Cromatograma e espectros UV-VIS do ELFLF e padrédo &cido galico.
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.

Legenda: Extrato seco juca (preto) e padrédo acido galico (rosa).
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Figura 09 — Perfil cromatografico da fracdo metandlica (50%) do ELFLF.
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.
Os constituintes da fragdo metandlica 50% presentes nos tempos 8,4 minutos

(FM50T8) e 9,9 (FM50T10) foram isolados e purificados. O material foi evaporado para
retirada do metanol e liofilizado. A elucidacao estrutural dessas amostras foi realizada por
RMN.

5.2.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN).
a) Determinacdo estrutural de (FM50TS8).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) (Figura 9) mostrou a presenca de um
grupamento glicosila, devido a presenca dos sinais na regido entre o 3,20 e on 3, 81 e 0 dubleto
em on 5,25 (H-1"", d, J = 7,6 Hz), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono anomérico e

em posicado axial, correspondente a forma f-piranosidica da glicose.

Os sinais em Jn 7,71 (d, J=2.0 Hz), dn 7, 58 (dd, J = 8,4 ¢ 2,1 Hz) e 61 6,87 (d, J
= 8,4 Hz) foram associados a hidrogénios aromaticos mantendo entre si uma relacdo orto e
meta, enquanto os deslocamentos quimicos em dn 6,21 e 61 6,40, ambos apresentando J=1.9

Hz, foram atribuidos a hidrogénios meta posicionados.

De acordo com os dados apresentados e por comparagdo com dados de RMN *H
descritos na literatura (ALBUQUERQUE, 2006), p6de-se concluir de que FM50T8 tratava-se
da quercetina-3-0-glicosideo (Figura 10 e figura 11).
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Figura 10 — Determinacéo estrutural da amostra FM50T8 da fracdo metandlica 50%.

— 0.0050

[0S S | 52 0 w*‘
B A eR B R

R s

W WH

T T
5 10 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 a5 5.0 4.5 4.0

Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.
Figura 11 — Estrutura de FM50T8
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Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.
b) Determinacdo estrutural de (FM50T10).

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD) (Figura 11) de FM50T10 também
mostrou a presenca de um grupamento glicosila, devido a presenca dos sinais na regido entre

on 3,48 e 3, 91. Naregido de hidrogénios aromaticos observou-se a presenca de dupletos em on
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7,88 € 6,96 (2H, d, J = 8.8 Hz) referentes a um anel aromatico para-dissubstituido, dois dupletos

em on 6,62 e 6,53 (1H, J = 2,0 Hz) atribuidos aos hidrogénios aromaticos meta-posicionados.

De acordo com os dados apresentados e por comparagio com dados de RMN H
descritos na literatura (CANUTO, 2007), p6de-se concluir de que FM50T10 trata-se do
campferol-3-O-glicosideo (Figura 12 e figura 13).

Figura 12 — Determinacéo estrutural da amostra FM50T10 da fragcdo metandlica 50%.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.
Figura 13 —Estrutura de FM50T10.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.

59



5.2.5. Teor de flavonoides no ELFLF.

O teor de flavonoides (Tabela 14) foi obtido utilizando uma curva de calibracdo

com padrdo quercetina, nas concentracgdes 3, 5, 7, 9, 12 pg /mL, como observado na Tabela 13

e Figura 14.
Tabela 13— Valores de absorvancia do padrdo quercetina obtido por espectrofotometria UV-
VIS a 415nm.

3 0,201 + 0,007

5 0,352 + 0,001

7 0,4765 + 0,008

9 0,6095 + 0,011

12 0,8065 + 0,012

Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.

Tabela 14 — Valores de absorvancia, concentracdo de flavonoides e percentual do ELFLF
obtidos por espectrofotometria UV-VIS a 415nm.

0,29 + 0,002 21,1 2,1
Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.

Figura 14 — Curva de calibracéo de quercetina obtida pelo método espectrofotometrico UV-
VIS a 415 nm.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.
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5.2.6. Avaliacdo do teor de proteina bruta no ELFLF.

A quantificacdo de proteina bruta foi determinada indiretamente através da
metodologia de Kjeldahl (Tabela 15). O extrato apresentou teor moderado (4,19%) desse

nutriente.

Tabela 15 — Porcentagem de proteina bruta em amostra do ELFLF.

1 0,1509 0,7 4,19
2 0,1514 0,7 4,18 0,02 4,19
& 0,15 0,7 4,22

Legenda: Os valores de proteina bruta estdo expressos como média + DP. As andlises foram realizadas em
triplicata. mL: mililitros; DP: desvio padréo.
Fonte: Elaboracdo do autor, 2017.

5.2.7. Determinacdo de minerais: espectrometria de absorcdo Optica com plasma

acoplado indutivamente.

Os resultados da determinagdo de minerais investigados por ICP-OES mostraram

altos teores de ferro, manganés e zinco (Tabela 16).

Tabela 16 — Teor de minerais em amostra de ELFLF.

Ca 393,366 169,92 + 0,453
Fe 259,939 21,65+0,01
Mg 279,77 231,43 £ 0,391
Mn 259,372 4,38 £ 0,01
Pb 261,418 Abaixo do limite de deteccéo
Zn 202,548 31,52 +0,02
tl_r‘iagl?(r:]:g Os valores de proteina bruta estdo expressos como média + DP. As analises foram realizadas em

Fonte: Elaboracéo do autor, 2017.
5.2.8. Avaliacd@o da capacidade antioxidante do ELFLF: teste do DPPH (Atividade

sequestradora de radicais livres).

ELFLF apresentou potencial antioxidante. As concentra¢fes 50 e 100 pg/mL ndo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao padrdo vitamina C (Figura 15). Esses
extratos alcancaram inibicdo de 89,8 e 90,1% respectivamente, enquanto que o padrdo obteve
inibicdo de 91,2%.
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Figura 15 — Avaliacdo do potencial antioxidante do ELFLF: ensaio do sequestro do radical

DPPH.
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Legenda: Vit. C: vitamina C (50ug/mL); Controle: veiculo (4gua destilada). VValores representam a média + EPM
(erro padrdo da média). * Diferenca significativa em relagdo ao controle. (p < 0,05 — ANOVA e pds teste de

Tukey).
Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.

5.2.9. Avaliacéo da citotoxicidade do ELFLF: ensaio do MTT.

Os resultados de viabilidade celular (células microgliais BV2) mostraram que nao

houve citotoxicidade nas seis concentracbes do extrato testadas, quando comparadas ao

controle (Figura 16).

Figura 16 — Avaliacédo da viabilidade celular do ELFLF: ensaio do MTT.
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Legenda: DMSQ: Dimetilsulfoxido; CTR: Controle. Valores representam a média = EPM (erro padrdo da média).

* Diferenca estatistica em relagéo ao controle (p < 0,05 — ANOVA e pés teste de Tukey).

Fonte: Elaboragdo do autor, 2017.
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5.2.10. Avaliacéo da atividade anti-inflamatdria do ELFLF: determinag&o de nitrito.

Os valores da reducdo de nitrito apds inducéo por LPS (Figura 17) mostraram que
0 ELFLF na concentracdo 50 pg/mL conseguiu reduzir significativamente a formacao de nitrito
em modelo celular neuronal.

Figura 17 — Determinacdo do potencial anti-inflamatorio do ELFLF, utilizando células
microgliais BV2 induzidas por LPS.
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Legenda: LPS: lipopolissacaride; Controle: Reagente de Griess + meio de cultura. VValores representam a média +
EPM (erro padrdo da média), (* p < 0,05, ANOVA de duas vias seguida de pds teste de Tukey).
Fonte: Elaboragéo do autor, 2017.
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6. DISCUSSAO.

No presente estudo foi desenvolvido, caracterizado e avaliado o potencial
nutricional, antioxidante e anti-inflamatorio do extrato padronizado de folhas de L. ferrea,
utilizando modelos quimicos e bioldgicos.

A selecdo da metodologia extrativa é umas das etapas mais importantes em estudos
que utilizam material vegetal. Na presente pesquisa, técnicas extrativas como: maceracgao e
turbolise mostraram ser eficazes na extracdo de compostos fenolicos. Além disso, foi visto que
propor¢des mais elevadas de metanol conseguem extrair melhor esses compostos secundarios.
Belwal et al. (2017) em ensaios de otimizacdo da extracao de polifendis de origem nutracéutica
de Berberis jaeschkeana observou que propor¢cdes metandlicas elevadas contribuiram de
maneira mais eficaz na obtencdo de maiores concentracdes de fendis do que solventes com
maior propor¢do aquosa.

Durante o desenvolvimento de um extrato, fatores como os descritos acima e a
interacdo apresentada por eles sdo importantes para o melhor aproveitamento do material
utilizado. O planejamento fatorial foi uma ferramenta essencial que proporcionou a realizacdo
da interacdo de fatores fundamentais para a extracdo do conteudo polifendlico e avaliou 0s
efeitos que esses fatores exerceram uns sobre os outros e sobre o resultado final (CUJIC et al.,
2016).

Foram produzidos 17 extratos, totalizando trés fatores e cinco niveis de estudo. Nao
houve interagdes entre as varidveis independentes investigadas e apenas a concentracdo de
solvente metanol em agua (v/v) influenciou significativamente o teor de fenois totais no extrato
de L. ferrea (tCal = 6,75, tTab = 2,12, p <0,05).

O ponto central realizado em triplicata, com desvio padréo 0,32, foi utilizado para
comprovar a precisdo do método. Dos 17, o extrato produzido com metanol 40%, durante 4
minutos de homogeneizacéo, utilizando 24% de folhas secas de L. ferrea (p/v) apresentou o
maior teor de fendis totais (283,8 mg EAG/qg).

Hassan et al. (2015), em estudo sobre atividade hipoglicemiante e antioxidante do
extrato hidroalcolico de folhas de L. ferrea, afirmou que dentre os antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fenolicos se destacam nessa arvore. Melo et al. (2015), utilizando extrato
aquoso das folhas de L. ferrea preparados por agitacdo obtiveram 482 mgEAG/g de fenois
totais, Port’s et al. (2013) obtiveram valor mais reduzido (68,13 mgeEAG/g) quando utilizado

extrato aquoso preparado por infuséo.
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O que se pode notar a partir desses resultados é que fatores edafoclimaticos,
juntamente com os métodos de preparo de extratos (propor¢do droga: solvente, percentual de
solvente) sdo fatores cruciais para uma maior obtencdo de teores de substancias fendlicas
(ONISZCZUK; PODGORSKI, 2015; KLIMCZAK et al., 2007; ZHANG et al., 2017).

Apos a escolha do melhor extrato (extrato 3), 0 mesmo foi submetido a processo de
liofilizacdo, técnica de secagem que consiste em congelar o material liquido e em seguida
desidrata-lo por sublimacédo, obtendo-se o extrato seco (RATTI, 2001). A liofilizacdo é uma
técnica muito utilizada na inddstria de alimentos por ndo utilizar calor para desidratacdo do
material, apresentando vantagens em relacdo a outras técnicas de secagem, como o spray dryer.
Vantagens como: a garantia da integridade da estrutura molecular dos componentes do material
liofilizado, a menor perda de componentes volateis e a preservacao frente a acdes enzimaticas
(GARCIA, 2009).

O extrato seco obtido por liofilizagdo apresentou coloragdo amarelo escuro, facil
solubilizacdo em 4&gua, ndo apresentou odor. O material foi preservado em frasco
hermeticamente fechado, na temperatura de 8°C.

O conteddo de fenais totais foi doseado na amostra liofilizada para quantificacdo
das possiveis perdas relacionadas ao método de secagem. Ao se comparar os resultados
mostrados nas Tabelas 2 e 7, nota-se que houve um decréscimo de cerca de 2% de fenois totais
do liofilizado em relacdo ao extrato liquido. Spigno, Tramelli e Faveri (2007) em estudo sobre
a otimizacdo da extracdo de fenois totais em uvas, avaliaram que o método de secagem do
extrato por liofilizacdo ndo reduziu o contetdo de fendis, contudo algumas perdas puderam ser
observadas devido a oxidacdo e processos enzimaticos. Os autores relacionam essas perdas a
ma conservagdo das amostras antes da liofilizacdo dos extratos.

A qualidade nutricional do extrato liofilizado do jucé foi analisada através do teor
de proteina bruta, quantificada por metodologia de micro-Kjeldahl e pela identificacdo e
quantificacdo de minerais, atraves de espectrometria de emissdo Gptica com plasma acoplado
indutivamente. A determinacdo de proteina bruta no ELFLF (4,19%) apresentou valor
moderado desse nutriente se comparado ao teor de proteinas de alimentos como a soja (33%),
por exemplo (JUNG et al., 2003).

Em relagdo aos minerais, esses micronutrientes sdo fundamentais para o correto
funcionamento do organismo. Minerais como zinco e magnésio sao essenciais para diversas
reacOes enzimaticas, calcio e manganés tém papel fundamental na resisténcia de 0ssos e dentes

e o ferro é componente da hemoglobina, essencial para o transporte de oxigénio (FENNEMA,;
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DAMODARAN; PARKIN, 2010). Em comparacdo com o Quadro 2, o resultado de minerais,
doseado por ICP-OES, revelou alto teor de ferro (21,6 mg/100g de extrato seco) e manganés
(4,38 mg/100g de extrato seco), sendo esses teores maiores do que o valor diario recomendado
e abaixo da dose maxima diaria desses elementos. O extrato ainda apresentou rica quantidade
de zinco (31,52 mg/100g de extrato seco), componente importante de enzimas e proteinas
multiplas e envolvido na regulacéo da expressdo génica (BRASIL, 2003; USDA, 2010).

Em contrapartida, alguns minerais sdo prejudiciais para o organismo. O chumbo,
por exemplo, € um metal altamente toxico que pode se complexar com varias biomoléculas,
afetando negativamente suas fungdes. A exposi¢do ao chumbo pode causar efeitos adversos nos
sistemas cardiovascular, nervoso, imune, reprodutivo, entre outros (ATSDR, 2007). O limite
maximo permitido pela FAO/OMS de chumbo em ervas medicinais consumidas é de 10 mg/
kg (WHO, 2006). O resultado mostrou que o ELFLF apresentou baixo teor de chumbo, nédo
sendo detectado pelo equipamento.

O perfil quimico também foi investigado. A triagem fitoquimica inicial revelou a
presenca dos polifendis saponina e tanino, corroborando com estudos de Gonzalez et al. (2004).
No entanto, ndo foi detectada a presenca de flavonoides, possivelmente pela baixa concentracdo
(2,1%). Teores reduzidos de flavonoides em folhas de L. ferrea também foram observados em
estudo realizado por Gonzalez (2005), a qual quantificou em 0,026% o contetdo de flavonoides
no extrato das folhas da arvore. Port’s (2013), utilizando extrato liquido das folhas obteve 4,56
mg equivalente catequina/g de contetido de flavonoides.

O extrato foi caracterizado utilizando equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), técnica de maior sensibilidade analitica, na qual a detec¢do da substancia
pode ser medida pela absorgdo por ultravioleta com o emprego de detector de arranjo de
fotodiodos, sendo escolhidos comprimentos de onda apropriados para a detec¢do de moléculas
de interesse. A verificacdo do tempo de retencdo, juntamente com a injecdo de padrdes
conhecidos foram fundamentais nesse processo (SNYDER, 1997). O &cido galico, um acido
fendlico, foi identificado através da comparacdo dos tempos de retencdo e do espectro UV-VIS
com um padrdo conhecido dessa molécula.

A identificacdo estrutural de outros marcadores do extrato foi possivel apos a
separacdo e purificacdo da fracdo metandlica 50%. As fracdes puras coletadas nos tempos: 8,4
minutos e 9,9 minutos tiveram suas estruturas moleculares identificadas atraves de equipamento
de ressonancia magnética nuclear (RMN). Foram identificados os compostos quercetina-3-O-

glicosideo e campferol-3-O-glicosideo, ambos integrantes da familia dos flavonoides. Port's et
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al. (2013), relataram a presenca de acido galico em extrato metandlico de folhas de L. ferrea,
corroborando com estudos publicados por Silva et al. (2014).

As substancias identificadas tanto por CLAE quanto por RMN apresentam
caracteristicas importantes na pesquisa de fontes naturais de antioxidantes para alimentos
(BURSAL; KOKSAL, 2011). De todos os metabolitos secundarios de plantas, os compostos
fendlicos tém sido amplamente estudados e sdo comumente usados como antioxidantes para
uma ampla gama de aplicacbes (DO et al., 2014). Essas substancias atuam prevenindo e
eliminando os radicais livres; estdo envolvidos na prevencdo de doencas cronicas e doencas
degenerativas, como cancer, distlrbios autoimunes, hipertensao e aterosclerose (MANIAN et
al., 2008; INDRIANINGSIH et al., 2015; WEN et al., 2015).

A presenca desses compostos explica as propriedades antioxidantes observadas no
extrato padronizado de juca. O teste do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi baseado na
metodologia de Saint-Cricq de Gaulejac et al. (1999), utilizando o radical estavel DPPH que
sofre reducéo pelos antioxidantes com mudanca de coloragéo violeta para amarela, proporcional
a concentracao da substancia redutora, determinada por espectrofotdmetro (BLOIS, 1958).

O ELFLF apresentou atividade antioxidante nas concentraces 50 e 100 pg/mL,
ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo ao padrdo vitamina C na concentracdo 50
pg/mL. A 1C50 determinada para o extrato foi 10,5 = 1,01 pg/mL. Esses dados sdo reforcados
por Hassan et al. (2015), os quais obtiveram valor préximo de IC50 (IC50 = 12.45 + 2.86
pg/mL), utilizando extrato etandlico 70% de folhas de L. ferrea.

Com relacdo a toxicidade do extrato, o teste do MTT avaliou a viabilidade celular
através da analise colorimétrica de quantificacdo do numero de células microgliais viaveis
(MOSMANN, 1983). Em compara¢do ao grupo controle citotéxico (DMSO 0,1%), o ELFLF
ndo apresentou citotoxicidade nas seis concentracfes testadas (1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL),
sugerindo que ndo héa toxicidade sobre o metabolismo celular, particularmente relacionada a
enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Além disso, a viabilidade nas concentracGes de
10, 25, 50 e 100 (101,4; 105,9; 110,5 e 107,3; respectivamente) superou os 100% do controle,
sendo um indicativo de um maior numero de células viaveis presente.

O potencial anti-inflamatério do ELFLF foi investigado através da quantificacdo da
producdo de NO, molécula sintetizada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A producao
excessiva de NO provocada pela neuroinflamacao é um dos principais motivos da patogénese

de Vvérios tipos de doencas neurodegenerativas (YUSTE et al., 2015).
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O nitrito € um produto do metabolismo do NO e pode ser mensurado por
espectrofotometria, utilizando o reagente de Griess. No presente estudo foram utilizadas
populacdes de células microgliais do tipo BV2 estimuladas por LPS, modelo classico para
avaliar neuroinflamacdo (LATTA et al., 2015). Observou-se que o extrato liofilizado do juca
na concentracdo de 50 pg/mL conseguiu reduzir significativamente os niveis de nitrito. Esse
resultado mostra o potencial anti-inflamatorio desse extrato em células neuronais. Ma et al.
(2015), utilizando células microgliais, mostrou a capacidade anti-inflamatdria do campferol-3-
O-glicosideo, flavonoide isolados do ELFLF, em inibir IL-1p, inibindo a ativacdo de NF-kB e
MAPK.

Através desses dados, pode-se avaliar alternativamente a utilizacdo de L. ferrea
como um alimento com caracteristica funcional frente a prevencao de disturbios relacionadas
ao estresse oxidativo e a neuroinflamacgdo. Assim como o juca, existem varios exemplos de
plantas utilizadas como alimentos funcionais com propriedades antioxidantes atribuidas a
presenca de componentes polifenolicos. Camellia sinensis (Cha verde), por exemplo, vem
sendo alvo de estudos relacionando esses constituintes ao seu potencial antioxidante e
neuroprotetor (SINGH; MANDAL; KHAN, 2015). Estudos demostram ainda a utilizacao de
Camellia sinensis incorporada a alimentos como pées, carnes e biscoitos, por exemplo, com o
objetivo de melhorar as caracteristicas nutricionais e atribuir caracteristicas funcionais a esses
produtos (PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).

Comparativamente, pode-se relacionar os teores de substancias fenodlicas e
potenciais terapéuticos de Camellia sinensis com os observados em folhas de L. ferrea.
Roshanak, Rahimmalek e Goli (2015), investigaram os teores de fenois totais e flavonoides em
sete métodos de secagem de folhas de Camellia sinensis, entre os sete métodos, a liofilizacéo,
obtendo valores de fenois totais de 143 mg equivalente de &cido galico/ grama e flavonoides de
22,73 mg de equivalente de quercetina/ grama. Pasrija et al. (2015) avaliaram as propriedades
antioxidante sequestradora de radicais livres no extrato liofilizado de folhas de Camellia
sinensis através de metodologia de sequestro do radical DPPH, os autores quantificaram 1C50
em 54,77 pg/mL.

Se relacionarmos o potencial anti-inflamatério com o teor de polifendis e o
potencial antioxidante, o que se pode notar € que o extrato liofilizado de L. ferrea apresenta
potencial semelhante ou até superior ao do cha verde.

Diante desses resultados, O extrato liofilizado das folhas de L. ferrea mostrou

caracteristicas nutricionais interessantes e potencial anti-inflamatério, possivelmente
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relacionado a atividade antioxidante proporcionadas pelas substancias polifendlicas. Contudo
estudos adicionais precisam ser realizados para elucidar melhor os beneficios nutricionais e
terapéuticos de extrato da folha de L. ferrea. Esses resultados poderdo no futuro implicar, de
maneira econdmica e social, na utilizacdo de preparados de L. ferrea como um suplemento

alimentar com propriedade funcional.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

e Foi desenvolvido e otimizado um processo extrativo de compostos fenolicos
presentes em folhas de L. ferrea, resultando ao final no desenvolvimento de um
extrato seco padronizado.

e Foram identificados e quantificados no extrato padronizado compostos secundarios
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias ja descritos na literatura
cientifica.

e A analise nutricional do ELFLF revelou a presenca de proteina bruta (4,19%) e
teores elevados de ferro (21,65 mg/100g) e zinco (31,52 mg/100g), por exemplo,
provando que o extrato das folhas de L. ferrea é uma alternativa alimentar que
apresenta taxas satisfatorias de nutrientes essenciais.

e O produto liofilizado mostrou elevado potencial antioxidante, fato esse relacionado
ariqueza do extrato em componentes polifendlicos, como o &cido galico identificado
e os flavonoides isolados e purificados quercetina glicosilada e campferol
glicosilado.

¢ O extrato ndo apresentou citotoxicidade em modelo de células microgliais BV2.

e A concentracdo 50 pg/mL do extrato seco reduziu significativamente os niveis de
nitrito em células microgliais do tipo BV2, sendo um indicativo do potencial anti-

inflamatorio.

Sendo assim, os resultados obtidos na presente pesquisa mostraram a capacidade
antioxidante e anti-inflamatorio das folhas de L. ferrea e sua potencial utilizacdo como uma
alternativa alimentar funcional. No entanto, estudos complementares sdo necessarios para

esclarecer melhor essas propriedades e possiveis efeitos toxicos.
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