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RESUMO

A espécie vegetal Licania tomentosa Benth, encontrada no semiarido brasileiro é conhecida
por suas propriedades medicinais, atribuidas a presenca de fitoquimicos como flavonoides e
taninos, amplamente conhecidos por sua capacidade antioxidante tanto em modelos in vitro
como in vivo. O presente estudo objetivou analisar a capacidade do extrato etandlico seco
proveniente das sementes de Licania tomentosa (EELt), quanto a atividade antioxidante in
vitro e o efeito hepatoprotetor in vivo. O rendimento de EELt ap06s processo extrativo foi de
20,76%. Através de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, acidos
orgénicos e galocatequina foram identificados como constituintes da preparagdo. A
concentracdo de fenois totais foi de 359,18 *+ 7,04 ug equivalentes de acido galico por mg de
extrato, enquanto que os testes de neutralizacdo dos radicais ABTS e DPPH exibiram,
respectivamente, uma capacidade de neutralizacdo média (CNso) de 102,33 £ 12,21 pg/mL e
7431 = 7,25 pug/mL. O teste de digestdo gastrointestinal in vitro apresentou uma
bioacessibilidade de compostos fenolicos no valor de 33,28%, enquanto que o indice de
atividade antioxidante bioacessivel € de 11,35%. O teste de hepatoprotecdo in vivo mostrou-se
inconclusivo, por ndo estabelecer um estresse oxidativo hepéatico, nesse contexto, sugere-se

mais ensaios para esclarecer se o extrato tem capacidade hepatoprotetora in vivo.

Palavras-chave: Licania tomentosa. Bioacessibilidade. Hepatoprotecao.



ABSTRACT

The plant species Licania tomentosa Benth, found in the Brazilian semiarid region, is known
for its medicinal properties, attributed to the presence of phytochemicals such as flavonoids
and tannins, widely known for their antioxidant capacity in both in vitro and in vivo models.
The objective of the present study was to analyze the capacity of the dry ethanolic extract
from the seeds of L. tomentosa (EELt), in antioxidant activity in vitro and the in vivo
hepatoprotective effect. The EELLt yield after extractive process was 20.76%. Through liquid
chromatography coupled to mass spectrometry, organic acids and gallocatechin were
identified as constituents of the preparation. The total phenol concentration was 359.18 + 7.04
ug gallic acid equivalent per mg of extract, whereas the ABTS and DPPH radical inhibition
test exhibited, respectively, an average scavenger concentration (SCso) of 102.33 + 12.21 pg/
mL and 74.31 = 7.25 pg / mL. The in vitro gastrointestinal digestion test presented 33,28% of
bioaccessible phenolic compounds, while the index of bioaccessible antioxidant activity was
11,35%. The in vivo hepatoprotection test was shown to be inconclusive because it did not
establish hepatic oxidative stress. In this context, further assays are suggested to clarify

whether the extract has hepatoprotective capacity in vivo.

Keywords: Licania tomentosa. Bioaccessibility. Hepatoprotection.



LISTADE FIGURAS

Figura 1 - Mapa do Bioma Caatinga, abrangendo a maioria dos estados da regido Nordeste

.................................................................................................................................................. 17
Figura 2 - Mecanismo de ressonancia responsavel pela estabilidade do fenol ....................... 20
Figura 3 — Estrutura do acido ascorbico (Vitamina C) e do tocoferol (Vitamina E) ............... 21
Figura 4 — Esquema mostrando a organizacao das classes de compostos fenolicos ............... 23

Figura 5 — Estrutura quimica dos dois principais precursores dos acidos fendlicos e um

eXemplo de CAAA PIrOAULO .......couiiiiiiiee bbb 23

Figura 6 — Estrutura quimica de dois flavonoides amplamente citados na literatura, a

CAtEQUING € @ QUETCELING ....vvevieieeieciie sttt ettt et e st e et e s s e staeteena e s raebeeneesraeneenee e 24
Figura 7 — Fotos da arvore de Licania tomentosa, junto com suas folhas, fruto e semente ... 28

Figura 8 — Cromatograma da UPLC-QTOF realizado com o extrato etandlico da semente de
LICANIA TOMENTOSA ...c.vveveeiieieeie ettt e e e e e e ste e s e s seeaeeseesseeteeneesseenseaneenrens 41

Figura 9 — Dosagem das enzimas hepaticas utilizadas como biomarcadores para estresse

OXEOALIVO ettt ettt et et e e nnnnnnnnnnnn 47

Figura 10 — Niveis de malondialdeido determinados em macerados de figado ...................... 49



LISTADE TABELAS

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens envolvendo os modelos de bioacessibilidade in vivo e in

Tabela 2 — Resultado dos ensaios realizados para a quantificacdo de fenois totais, junto com a
determinacéo da atividade antioxidante pelos ensaios de ABTS, DPPH e FRAP .................. 40

Tabela 3 — Compostos fitoquimicos detectados no extrato da semente de Licania tomentosa

(EELLt) via UPLC-QTOF em modo de ionizagdo negativo € POSItiVO .........cceevveiiieeiieiieenen. 42

Tabela 4 — Polifendis totais, atividade antioxidante e indices de bioacessibilidade nos
sobrenadantes antes e apds a digestao gastrointestinal simulada .............cccceevevieivivcicienenn, 45



EELt
UPLC-QTof

BEH
Caco-2

DPPH
ABTS
TPTZ
FRAP
LDH
AST
ALT
ALP
TBARS
TBA
SDS
MDA
HNE

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Extrato etandlico de sementes de Licania tomentosa
Cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a sistema de
quadrupolo/tempo de voo

Etileno com pontes hibridizadas

Cultura heterogénea de células do tecido epitelial de adenocarcinoma
colorretal humano

2,2-diphenil-1-picrilhidrazila
2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico
2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazina

Poder de reducéo do ion ferro

Lactato desidrogenase

Aspartato aminotransferase

Alanina aminotransferase

Fosfatase alcalina

Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

Acido tiobarbitdrico

Dodecil Sulfato de Sadio

Malondialdeido

4-Hidroxinonenal



SUMARIO

1 INTRODUGAD ...ooviieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eseses st ss s sss st s esesesesenesnas 16
0 R O - 111 1 T OO OO PRSPPSO U PSP RRROPOPPRRRRPPPPRINt 16
1.2 Plantas nUtricionais @ teraPBUtICAS ......ceevveeruteruerriierieeite st esitesteesieesteesreesbeesaeesaseenaees 17
1.3 RAAICAIS LIVIES ..ottt sttt et 18
1.4 EStresse OXIAAtiVO .......cocceeieruierierieniirientesiterteete sttt et et et sae e v sane st e sbe st e sseesseeanens 19
1.5 ANGOXIANIES...c.utieiierieiiteeteet ettt ettt et e st e e st s sbee st e e bt e saeesbeesaseeseeenneensees 20
1.6 CompOSt0Ss FENOLICOS ....cocviiriieiierieeiteeteete ettt sttt ettt 22
1.7  Bioacessibilidade dos compostos feNOLICOS...........cecveerieeiiiiieriiieieeieere e 25
1.8 Licania tomentosa Benth. ...........cccccoiiiriiiiiiniieiiieeiecteeie ettt ettt 27
2 OBIETIVOS ...ttt ettt sttt et ettt st s b et et e s bt e be et e saeenees 29
2.1 ODJELIVO GETAL ...eiuieiiiiiieiieeteee ettt ettt ettt ettt sttt e e e 29
2.2 ODbjetiVoS @SPECIICOS...cuviiiiiirieeiieeieete ettt et te et e e te e e e e beesseesbe e saeese e saaenne 29
3 MATERIAL E METODOS .....cvtuuiiiierireitnierieseesiesssesssessesesessesssesssssaessneseesenens 30
3.1  Obtencdo do extrato etandlico da semente de L. tOMENtoSA..........cccceeerveerrcveersueennnnen 30
3.2  Caracterizagao quimica e atividade antioxidante in Vitro...........cccceeeevverveenersereeneenne. 31
3.2.1  Determinacao de fenOis tOtAiS.....cceereerueerrierieeiiierieerieeste et eseeeteeseeesveesaneesaeessaeenne 31

3.2.2  Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH...31
3.2.3  Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS™".32
3.2.4  Determinacao da atividade antioxidante total pelo método de reducao do ferro

(FRAP) 32
3.2.5 Identificacdo de compostos fenolicos por cromatografia liquida de ultraeficiéncia
acoplada a sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF).......ccoccvievvviierriieennreereeeennne 33
3.3  Bioacessibilidade de compostos fendliCos in Vitro ..........ceccceceeveerveeeeesenneeneenenseeneenne 33
3.3.1  Digestdo gastrointestinal simulada .........c.ccceevviiriieiniiieeniieeeeceeeee e 33
3.3.2  Quantificacdo e avaliagdo da capacidade antioxidante de compostos fendlicos totais
APOS @ AIGESTAD . .eeruvreeriieeeiteieiteeeiteeeteeesteeesteeesteeesateesbaeesssaeesssaeesssaesssseeesssaesnssesessseesssseennses 34
3.3.3  Indices de bioacessibilidade.............c.ccceveerrurreerrererrieeesesesesesee s sesaeeens 34
3.4  Avaliacdo da capacidade hepatOprotetora in VivVo........ccccceeeeuveercueeenreeesiueessiveessueessnnens 34
4.1 ADIMAIS cueiiiiiiiiiiiiiiiieite ettt r et b e s ab e saa e s ba e e snne s 34
3.4.2  Desenho experimental e coleta de material biolGZiCO .........covvuveerrieiriieriiieiieeen. 35
3.4.3  Analise hematOlO@ICa.......cccuerruirrieriiiiriieeiterte ettt ettt ettt s sae e s be e aeeeane 36
3.4.4  Analise dos biomarcadores hepatiCos ..........ccoevveerrieeriieeniiieeniie e 36
3.4.5  Ensaio de peroxidacao lipidica através das espécies reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS) ettt ettt ettt et e b e st s bt et e et e bt et e et e sat e be e b e saeebeeatenaeenees 36
3.4.6  HiStOPAtOIOZIA ....ccouiiriiiiiiiieeieete ettt sttt sttt ae e 37
4 RESULTADOS E DISCUSSOES ......ccevriuremmmmerieirenerserineiseaessesesseseasessesssssssssessessesenees 38
4.1  Rendimento dO eXIIA0 .....cccceeveeruieruerierierierientterteetesitereste st esseestesseesaessesseesseesesaeenne 38
4.2 Caracterizacao QUIMIICA......ceeeevueerrieerrieeeiteeesteeestteessseeesseeesseeessseeessseesssessssseessssesnnnes 38
4.2.1  Concentracdo de compostos fenOliCOS........coeevuerrieriiriiriienieeeienteereeeee e 38
4.2.2  Capacidade antioXidante .........cccceerrrueerriierniiieenriieenieeeseeesseeesseeesseesssessssseessssessnes 39
4.2.3  Identificacdo dos compostos feNOLICOS .......ccceevuerrierirrieriieniiiieenteeeeeeeee e 40
4.3  Bioacessibilidade in vitro dos compostos fend6licos apos processo de digestdo simulada
43
4.4 Avaliacao da hepatOproteCan iN VIVO ........cceeeeueeeiiveeeiireeniieenieeesseeesseessseesssseessssesnnnes 46
4.4.1  Analise hematOlOZICa.......ceecuirruieriiiiiirieeteeie ettt te e st e e e sbe s saesneens 46
4.4.2  Analise dos biomarcadores hepatiCos .........ccceeevveeeiiieiniieeniiieerieeeree e 46
4.4.3  HiStOPAtOlOZIA ....eeiiuiirieeiierieiiteeieeite et e st e e et e st e s steesate e atesabesbeesabeenaeessseensaesnnaens 48

5 CONCLUSAOD ..o e et e e e et e et e et e e e s e e e e seesessessesseasesseessessassensessessessesssssesssensenes 50



REFERENCIAS



16

1 INTRODUGCAO

1.1 Caatinga

A Caatinga, na linguagem Tupi-Guarani “mata branca”, ¢ um bioma brasileiro
caracterizado por suas altas temperaturas e escassez hidrica durante longos periodos,
apresentando vegetacdo de aspecto seco em que, na maior parte do tempo, apenas 0s troncos
brancos permanecem na paisagem (HAUF et al., 2010). De acordo com o Ministério do Meio
Ambiente (MMA) e Maury (2002), a Caatinga possui uma distribuicéo territorial com cerca
de 844.453 Km?, o que corresponde a 11% da area do Brasil. Mesmo com esse ambiente
adverso, aproximadamente 439.196 Km? de sua area possui cobertura vegetal, apresentando
um total de 932 espécies vegetais listadas, das quais 380 sdo endémicas da regido. Destaca-se,
pelo fato de ser um bioma exclusivamente brasileiro, por abranger os estados de Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e Minas
Gerais (Figura 1).

Mesmo com todas essas particularidades, a Caatinga ainda né@o recebe a devida
atencdo, tendo sua diversidade bioldgica subexplorada (DA SILVA, DINNOUTI, 1999).
Nesse contexto, mostra-se necessario um maior investimento e valorizagdo dessa area, ja que
determinadas espécies tiveram seus potenciais nutricionais e terapéuticos comprovados por
diversos estudos (JUNIOR et al., 2014).
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Figura 1 — Mapa do Bioma Caatinga, abrangendo a maioria dos estados da regiao Nordeste.

Caatinga
- Cerrado

Mata Atlantica
' Amazoénia

Fonte: IBGE, 2004.

1.2 Plantas nutricionais e terapéuticas

O uso de plantas medicinais ndo € algo recente em nossa cultura. Desde o0s
primoérdios das civilizagdes, em que povos antigos ja faziam uso de plantas, com o intuito de
aliviar sintomas causados por doengas (KHARCHOUFA et al., 2018). Costume esse que
persiste até os dias atuais, com efeitos comprovados e largamente relatados na literatura,

como € o caso da atividade antimicrobiana exercida por Myracrodruon urundeuva, Schinopsis
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brasiliensis, Licania tomentosa e L. rigida (FARIAS et al., 2013). Além também de plantas
com atividades anti-inflamatdrias, anticancerigenas, cardioprotetora e antioxidante; além de
varias outras (KALANTARI, DAS, 2010; KOVACIC, SOMANATHAN, 2010).

Dentre as espécies presentes na Caatinga, destacam-se Jatropha mollissima,
Myracrodruon urundeuva e Amburana cearensis (ROQUE, ROCHA, LOIOLA, 2010) além
de recentemente terem sido publicados estudos sobre a Triplaris gardneriana (NETO et al.,
2017) e L. tomentosa (PESSOA et al., 2016). De acordo com Félix-Silva et al. (2018), as
folhas de Jatropha gossypiifolia, mesmo género que a J. molissima, apresentam flavonoides
como constituintes majoritarios de sua composi¢do quimica, que, de acordo com relatos na
literatura, sdo os principais responsaveis pelas atividades relatadas para a espécie.

A semente de Amburana cearensis apresenta atividade anti-inflamatéria e
antitrombotica, possivelmente também por conta dos flavonoides presentes em sua
constituicdo quimica (LEAL et al., 2003; LIMA et al., 2013). J& as sementes de T.
gardneriana e a L. tomentosa apresentam varias classes de compostos fenolicos, como
taninos, flavonoides, terpenos e saponinas, encarregados por prevenir o estresse oxidativo
celular por conta de suas expressivas atividades antioxidantes. Estresse esse que pode se dar
de dois modos, através da diminuicdo das substancias antioxidantes ou atraves do aumento de
radicais livres, acarretando em um desequilibrio do balango redox da célula (COMPORTI et
al., 2010; SILVA et al., 2012; PESSOA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017).

Um estudo feito por Medeiros (2018) mostrou gque tanto a semente quanto a polpa
da L. tomentosa possuem potenciais nutricionais, pois ambos demonstraram possuir teor de
fibras alimentares e minerais semelhantes ao de frutas popularmente ja consumidas, além de
ndo apresentarem lectinas e inibidores de proteases, proteinas consideradas como fatores

antinutricionais.

1.3 Radicais livres

Radicais livres sdo espécies reativas de determinadas substancias que, ao serem
oxidadas, assumem uma forma instavel por conta do desemparelhamento de elétrons em sua
camada de valéncia. Essa geracao de radicais livres € um processo natural do metabolismo,
sendo relevante para algumas fungdes, como é o caso da geracdo de energia na forma de
trifosfato de adenosina (ATP), em que sdo formadas espécies reativas de oxigénio (ERQO’s)
(BARBOSA et al., 2010).
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Ao final da cadeia transportadora de elétrons, a enzima citocromo oxidase doa
quatro elétrons ao oxigénio, resultando na formacao de dgua. Porém, parte do oxigénio ndo é
devidamente reduzido, gerando assim espécies reativas de oxigénio (ERO’s), sendo os
radicais superoxido (O2") e hidroxila (OH") alguns exemplos, além do peroxido de hidrogénio
(H202), que apesar de ndo ser um radical livre, possui alta reatividade (BARBOSA et al.,
2010).

Por serem instaveis, os radicais livres acabam por reagir com diferentes
biomoléculas como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, gerando reacfes indesejadas e

potencialmente prejudiciais ao organismo (BALOGUN et al., 2016).

1.4 Estresse oxidativo

Apesar de a geracdo de radicais livres ser algo comum ao proprio metabolismo,
alguns fatores podem intensificar esse processo, sendo a inflamacdo um deles. Fatores
exogenos também influenciam nessa geracdo de radicais livres como, raios ultravioleta,
poluicdo atmosférica, radiagdo e até mesmo a ingestdo de xenobidticos, como solventes
orgéanicos e bebidas alcoolicas. Como citado anteriormente, a0 aumentar a geracgao de radicais
livres, ha um desequilibrio do balanco redox, culminando em um estresse oxidativo celular
(COMPORTI et al., 2010).

Em relacdo a participacdo do etanol como fator desencadeador na formagdo de
radicais livres, sua metabolizacdo se d&, principalmente, no tecido hepético e possui trés vias
de degradacdo. A principal delas € a via em que a enzima alcool desidrogenase (ADH) é
intermedidria, pois nesse processo o alcool é convertido em acetaldeido, aos custos da redugdo
do NAD™ a NADH, em que rapidamente esse acetaldeido, por ser téxico a célula, é convertido
em acetato pela aldeido desidrogenase (ALDHZ2), ocasionando um desequilibrio no balanco
de NAD*/NADH da célula.

Esse excesso de NADH acaba por interferir na cadeia transportadora de elétrons.
As outras duas vias sdo a dos peroxissomos, que biotransformam o etanol por intermédio da
catalase e a dos microssomos que se utilizam da citocromo P450 2E1. De maneira que,
guando ingerido em grandes guantidades, a metabolizacdo do etanol pelas trés vias gera mais
ERQ’s, ocasionando assim um desequilibrio na quantidade de radicais livres e antioxidantes
na célula (BARBOSA et al., 2010; EZHILARASAN et al., 2018).

Esse desequilibrio no balango redox da celula culmina em vérias injurias aos
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componentes celulares, ja que as espécies reativas sdo altamente instaveis. Dentre as injarias
estdo danos no acido desoxirribonucleico (DNA), em proteinas e na membrana celular,
ocasionando a lise da mesma, eventos que podem ser associados ao desenvolvimento de
patologias de ordem tanto metabdlica (diabetes, obesidade etc) quanto degenerativas (cancer,
Parkinson, Alzheimer etc) (EZHILARASAN et al., 2018).

1.5 Antioxidantes

Junto a essa problematica dos efeitos deletérios das espécies reativas, 0s
organismos Vvivos desenvolveram formas de defesa contra esses radicais, o sistema de
antioxidantes, que consiste em moléculas enzimaticas e ndo-enzimaticas, que em baixas
concentrages diminuem a oxidacdo local, podendo ser classificados como primarios ou
secundérios (CRAFT et al., 2012).

Os antioxidantes primarios sdo aqueles que atuam diretamente no radical livre,
seja através da doacdo de um elétron ou um proéton, neutralizando e estabilizando-o (CRAFT
et al., 2012; EZHILARASAN, 2018). Os antioxidantes primarios costumam ser moléculas
que possuem ligacOes duplas conjugadas, para que ao se oxidar, o elétron desemparelhado que
restou na molécula entre em fendmeno de ressondncia e a mesma ndo se torne instavel. A
presenca de um grupamento fenol é algo bem comum nas substancias antioxidantes (CRAFT
et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2 — Mecanismo de ressonancia responsavel pela estabilidade do fenol.
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Fonte: Adaptado de Craft et al. (2012).
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Sao alguns exemplos de antioxidantes primarios o retinol, o acido ascorbico e o
tocoferol, conhecidos, respectivamente, por vitaminas A, C e E (Figura 3), além de uma classe
de moléculas oriundas de vegetais denominada de compostos fenolicos (SARANGARAJAN
etal., 2017).

Figura 3 - Estrutura do retinol (Vitamina A), &cido ascérbico (Vitamina C) e do tocoferol
(Vitamina E).
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Fonte: Adaptado de Zanotti e Berni (2004) e Craft et al. (2012).

Ja no caso dos antioxidantes secundarios, o mecanismo de acdo € sobre os
catalisadores das reacdes geradoras de radicais livres, como o Fe**/Fe?*, ou qualquer outro
metal de transicdo, por exemplo, que ao reagir com o perdxido de hidrogénio forma o radical
hidroxila (OH") (BARBOSA et al., 2010; CRAFT et al., 2012; EZHILARASAN, 2018).

Grande parte dos antioxidantes enzimaticos sdo primarios, sendo 0s mais citados a
enzima superéxido dismutase (SOD), que age sobre o anion radical superéxido (O2°)
transformando-o em perdxido de hidrogénio (H202), a catalase (CAT) que age sobre o
peroxido de hidrogénio formando &gua (H20) e oxigénio (Oz), e a glutationa peroxidase
(GPx) que age, em conjunto com a glutationa, sobre os peréxidos de modo geral (LI et al.,
2015; BALOGUN et al., 2016; ROCHA-SANTOS et al., 2018).
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1.6 Compostos fendlicos

Outro grupo que vem sendo amplamente estudado dentro dos antioxidantes ndo
enzimaticos, sdo os compostos fendlicos, moléculas que possuem um anel aromético com
pelo menos uma hidroxila (OH) ligada a um de seus carbonos. Esses compostos sdo oriundos
do metabolismo secundario de plantas e adquiridos atraves da dieta, com atividade
antioxidante amplamente relatada na literatura (CRAFT et al., 2012; MICHALAK, 2006;
BIANCHI, ANTUNES, 1999).

Os compostos fendlicos sdo sintetizados como uma linha de defesa das plantas
contra situacdes de estresse, tanto causados por fatores bioticos, como infeccdo e injurias,
como causados por fatores abidticos, luz, frio, entre outros. Sendo estas substancias
fitoquimicas as principais responsaveis por parte das caracteristicas medicinais atribuidas a
algumas plantas. Além disso, constituem um dos principais influenciadores nas propriedades
organolépticas dos alimentos de origem vegetal, como 0s taninos, presente nos vinhos e que
conferem adstringéncia, caracteristica destes (HARBERTSON et al., 2012).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em trés grandes grupos, sdo estes 0s
acidos fendlicos, polifendis e miscelaneas (Figura 4). Os acidos fenolicos sdo caracterizados
pela presenca de um grupamento COOH ligado a um dos carbonos do composto fendlico,
alguns exemplos bem relatados na literatura sdo o acido galico, acido vanilico e acido
siringico, provenientes do acido hidroxibenzoico e o &cido cafeico, acido cinamico e &cido p-
cumarico, provenientes do &cido hidroxicindmico, como evidenciado na Figura 5
(CHANDRASEKARA, 2018).
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Figura 4 — Esquema mostrando a organizagdo das classes de compostos fenolicos.
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Fonte: Neto (2017).

Figura 5 — Estrutura quimica dos dois principais precursores dos acidos fendlicos e um

exemplo de cada produto.
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Fonte: Adaptado de Craft et al. (2012).
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Os polifendis sdo compostos fendlicos caracterizados pela presenca de dois ou
mais fendis, sendo os polifendis mais conhecidos os flavonoides, que se subdividem em
diferentes familias: flavanois (ex.: catequina), um flavondis (e.x: quercetina), antocianinas
(ex.: cianidina), entre outros (SOARES, MATEUS, FREITAS, 2018). De acordo com Scalbert
e Williamsom (2000), mais da metade dos polifendis ingeridos, através da dieta, sdo
flavonoides (Figura 6).

Dentro da classe dos polifendis, ha também os taninos, que podem ser
subclassificados em hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisiveis sdo caracterizados
pela ligacdo de vérias moléculas de determinado &cido fen6lico em uma molécula de agucar
central, normalmente a glicose, em que 0s mesmos ao entrar em contato com algum acido
diluido, possuem as ligacbes entre o acUcar e 0s acidos hidrolisadas (LADDHA,
KULKARNI, 2018). Ja os taninos condensados consistem na ligacdo direta entra flavonoides,
e 0 mesmo ndo é hidrolisado ao entrar em contato com acido (LADDHA, KULKARNI,
2018).

Figura 6 — Estrutura quimica de dois flavonoides amplamente citados na literatura, a
catequina e a quercetina.
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HO 0 2
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Fonte: Adaptado de Rice-Evans, Miller e Paganga (1995).

O mecanismo para a agdo antioxidante dos fendis pode ser primério ou
secundario, sendo que a primeira consiste na doacdo de elétrons ou prétons para o radical
livre e, por conta da ressonancia, uma caracteristica intrinseca do anel aromatico, 0 composto
fenolico ndo fica instavel, mesmo possuindo um elétron desemparelhado. Enquanto que seu
mecanismo de acdo secundario (indireta) atua quelando os metais que reagem com o peréxido
de hidrogénio, ferro e cobre ou qualquer outro metal de transicdo, e formam radicais
hidroxilas (KOPPENOL, 1993; FERNANDEZ et al., 2002).
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1.7 Bioacessibilidade dos compostos fendlicos

E relevante ressaltar que nem todos os fendis ingeridos pela alimentacdo sdo
absorvidos pelo organismo, pois os mesmos dependem de diferentes fatores para se tornarem
bioacessiveis. Desta forma, a bioacessibilidade pode ser definida como a fracdo de bioativos
que sdo liberados da matriz alimentar e se tornam passiveis de absorcdo, permitindo assim
uma maior acuracia sobre a capacidade antioxidante in vivo dos extratos (GLEESON, RYAN,
BRAYDEN, 2016; BARBA et al., 2017).

A bioacessibilidade difere entre os tipos de matriz e de composto bioativo, de
maneira que os fatores como a liberacdo, solubilidade, hidrofobicidade, massa molecular,
configuragdo de isbmeros, entre outros, sdo variaveis que determinam a bioacessibilidade da
amostra que se deseja estudar, jA& que cada fase do trato gastrointestinal possui suas
peculiaridades. Diversas sdo as maneiras de se avaliar essa bioacessibilidade, como ensaios in
vivo, ex vivo ou até mesmo in vitro que, neste Gltimo caso, consiste em simular o trato
gastrointestinal através da adicdo de substancias e da regulacdo de pH e temperatura,
realizando entédo as andlises qualitativas e quantitativas com o produto formado pelas reagoes.
Uma das técnicas que auxiliou a aperfeicoar esse processo foi a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, capaz de permitir uma analise mais profunda da amostra
antes e depois do processo de digestdo, identificando os compostos ali presentes a partir de
seus dados espectroscopicos (GLEESON, RYAN, BRAYDEN, 2016; BARBA et al., 2017;
NETO et al., 2017; GONG et al., 2018).

Nos estudos in vivo, 0os modelos animais escolhidos possuem metabolismo
semelhante ao de humanos, de maneira que essas pesquisas permitem uma maior fidelidade e
melhor aproximagéo da fisiologia humana, como é o0 caso do uso de porcos ou macacos.
Porém, os mesmos ainda possuem muitas complicagdes para serem utilizados. Como
alternativa, ha também o uso de ratos e camundongos, que Sd0 animais usuais para testes
laboratoriais in vivo, porém a diferenca de metabolismo torna esse modelo menos ideal
(CARDOSO et al., 2015).

Como alternativa menos trabalhosa e custosa, aléem de mais rapida, foram
desenvolvidos testes in vitro que simulam a digestdo que ocorre no trato gastrointestinal dos
animais monogastricos, tendo suas vantagens e desvantagens descritas na tabela 1. Ao acoplar

a técnica com o uso de uma cultura heterogénea de células do tecido epitelial de
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adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2), que tendem a simular a barreira intestinal,

permitem determinar a absorcéo de compostos bioativos pelo intestino (BARBA et al., 2017).

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens envolvendo os modelos de bioacessibilidade in vivo e in
vitro.

VANTAGENS DESVANTAGENS

In vivo
e Situacéo in vivo e Incertezas sobre a relevancia em
humanos quando algum modelo animal é
utilizado
e Permite amostragem suficiente para e Falta de um padrdo certificado de
estudos farmacocinéticos referéncia para comparacdo de dados
entre estudos/laboratorios
e Selecdo de individuos para populacBes e ConsideracOes éticas e financeiras
alvo especificas de intencéo de uso
In vitro
e Ferramentas de triagem de alto e Dinamica do meio gastrointestinal ndo €
rendimento completamente reproduzida com
bioquimicos e cultura de células
e Prové informagdes sobre a eficiénciaem e Efeito da microbiota intestinal e
cada etapa da digestao metabolismo hepatico nao é considerado
e \alidagdo e padronizagdo com material
referencial

e Custo, automatizacao e miniaturizacao

Fonte: Adaptado de Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, Pérez-Gélvez (2009).

Para a determinacdo da bioacessibilidade sdo utilizadas tanto acGes quimicas
guanto mecanicas para simular a digestdo como esta realmente ocorre, para isso se utilizam
substancias para alterar o pH do meio, tornando-o acido para a fase gastrica e basico na fase
intestinal, além da adicdo de enzimas que sdo comumente encontradas no trato
gastrointestinal, como € o caso da pepsina para a fase gastrica, enquanto que na fase intestinal
ha a adicdo de tripsina e extrato biliar. Junto a todos esses passos, estabelece-se 0 periodo de 2
h para cada etapa de reacdo, em banho-maria a 37 °C com agitacdo. Ap0s cada passo sao

retiradas aliquotas de cada amostra a ser estudada, para entdo serem feitos os testes de
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avaliagdo do poder antioxidante de cada amostra, analise da composi¢do quimica,
acompanhando as alteracbes que ocorreram na amostra ao longo do processo.
(FERNANDEZ-GARCIA, CARVAJAL-LERIDA, PEREZ-GALVEZ, 2009; ETCHEVERRY,
GRUSAK, FLEIGE, 2012).

1.8 Licania tomentosa Benth.

Chrysobalanaceae é uma familia de plantas angiospermas, possuindo em torno de
525 espécies divididas em 20 géneros. A L. tomentosa, objeto de estudo aqui utilizado, se
encontra dentro das 417 espécies neotropicais dessa familia, que possuem desde arvores até
arbustos e lianas (MONTEIRO et al., 2012).

L. tomentosa (Benth.) Fritsch, popularmente conhecida como oiti ou oitizeiro, é
nativa da Mata Atlantica com forte prevaléncia no nordeste brasileiro. Possui em torno de 15
metros de altura e copa frondosa (Figura 7a). Caracterizada por raizes pivotantes, folhas
perenes simples, flores brancas e fruto oval com casca amarelada quando maduro (Figura 7b),
medindo em torno de 12 a 16 centimetros de comprimento (MACHADO et al., 2006). Seu
periodo de floracéo esta compreendido entre 0s meses de agosto e setembro, com frutificacao
nos meses de novembro a janeiro (NETO, SOUZA, 2011).

Vaérias utilidades sdo relatadas para L. tomentosa, como o uso da madeira para
construgcbes, ornamentacdo da &rea urbana por conta da sombra formada pela sua copa
frondosa (LORENZI, 1992), além do seu uso para compostagem (ALVES, PASSONI, 1997).
Dentre as propriedades medicinais comprovadas para a planta, destacam-se a atividade
antiviral contra o virus da herpes simples (MIRANDA et al., 2002), sua propriedade
antimicrobiana contra Bacillus cereus e Escherichia coli, além da atividade antioxidante
comprovada em modelos in vitro, como a neutralizagdo do 2,2-diphenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) (SILVA et al., 2012). Quanto a composic¢do quimica das sementes, estudos anteriores
mostraram a presenca de compostos fendlicos (FARIAS et al., 2013; PESSOA et al., 2016).
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Figura 7 — Fotos da arvore de Licania tomentosa, junto com suas folhas, fruto e semente. (a)
arvore; (b) frutos, folhas e sementes.

Fonte: Camilo (2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo da bioacessibilidade dos compostos fenolicos, do potencial antioxidante
e atividade hepatoprotetora do extrato etanolico de sementes de L. tomentosa Benth. contra

estresse oxidativo induzido por etanol em roedores.

2.2 Objetivos especificos

- Preparar o extrato etanolico da semente de L. tomentosa (EELL);

- Realizar a determinacgdo da composicdo quimica do EELL;

- Avaliar o potencial antioxidante e a bioacessibilidade dos compostos fendlicos in
vitro do EEL;

- Avaliar o potencial hepatoprotetor in vivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do extrato etanolico da semente de L. tomentosa

Primeiramente, houve a coleta dos frutos maduros de L. tomentosa, de Novembro a
Janeiro de 2017, no Campus do Pici da UFC, cidade de Fortaleza, estado do Ceard. A planta
foi identificada pelo taxonomista Dr. Edson de Paula Nunes e uma excicata com numero EAC
40215 foi depositado no Herbario Prisco Bezerra dessa mesma universidade. O trabalho conta
com o cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) de n® AE3463E, além do registro de nimero 47978-1, para
coleta de material botanico, fungico e microbioldgico junto ao Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO). Vale ressaltar que, o proprio IBAMA costuma
fornecer sementes de seus bancos para estudos do grupo proponente do projeto.

Para a elaboracdo do extrato, as sementes foram separadas da polpa do fruto e, em
sequida, desidratadas em estufa ventilada a 50 °C até verificacdo de peso constante.
Posteriormente, as sementes foram moidas em moinho rotatério (Cadence, MDR301, Itajai,
Brasil). A farinha obtida foi armazenada em frasco hermeticamente fechado e armazenada a
temperatura ambiente.

Para extracdo, a farinha das sementes foi entdo submetida a imersédo em etanol P.A.
(1:2 m/v) a temperatura ambiente com duas trocas de solvente a cada trés dias de extracao,
seguindo a metodologia descrita por Pessoa (2015), com modificagdes. Feito isso, a solugdo
extrativa foi filtrada para retirada da torta e impurezas menores. Por fim, a eliminagdo do
solvente foi realizada por destilagdo em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e
temperatura controlada (40-50 °C). O extrato etandlico da semente de L. tomentosa (EELLt)
bruto obtido foi entdo acondicionado em frasco ambar e mantido sob refrigeracdo (-20 °C) até

0 momento das analises.
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3.2 Caracterizacdo quimica e atividade antioxidante in vitro

3.2.1 Determinacdo de fendis totais

A quantidade de fendis no EELLt foi determinada de acordo com o protocolo de
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999), com modificacGes. A reacdo se deu através
da mistura de 50 pL de reagente de Folin-Ciocalteau (33%) com 50 pL da amostra. Apds trés
minutos sob abrigo de luz, foram adicionados 100 pL de solucdo carbonato de sédio 10 %,
com posterior incubacdo de 30 minutos sob abrigo de luz. Para a construcao da curva padréo,
foi utilizado &cido gélico (50 pg/mL) em seis diferentes diluicdes. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotometro (Epoch, Take 3 module, BioTek, Winooski, EUA) utilizando
700 nm como comprimento de onda, se utilizando &dgua destilada como branco para calibrar o
espectrofotdbmetro. O resultado foi expresso em mg equivalentes de acido galico/g de extrato.

O teste foi realizado em triplicata.

3.2.2 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

A metodologia utilizada para esse ensaio seguiu o protocolo proposto por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modifica¢cbes. Uma solucdo de DPPH 150 uM foi
preparada, através da adicdo de 5,914 mg de DPPH em 100 mL de etanol, sendo preparada e
utilizada somente no dia do ensaio e mantida sob refrigeracéo e abrigo de luz até 0 momento
do uso. Com a solucéo radical preparada, foram feitas dilui¢cOes seriadas do EELY, iniciando
na concentracgdo de 1 mg/mL.

Em microplaca de 96 pocos, foram adicionados 22 pL de cada diluicdo nos pocos,
com posterior adi¢do de 200 pL da solugdo de DPPH. A microplaca foi mantida sob abrigo de
luz por 30 minutos, com posterior leitura da absorbancia em espectrofotdometro (Epoch, Take
3 module, BioTek, Winooski, EUA) sob o comprimento de onda de 520 nm. Como branco e
controle positivo, foram utilizados, respectivamente, o etanol e acido galico. Sendo o teste
realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em capacidade de neutralizagdo media
(CNiso).
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3.2.3 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
ABTS™

A segunda metodologia utilizada para determinar a atividade antioxidante do
extrato foi através do ensaio com o radical livre 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfonico (ABTS™) de acordo com o proposto por Rufino et al. (2007), com modificacdes. O
radical ABTS™ foi preparado através da reacdo de 5 mL de solugéo estoque ABTS com 88 pL
de persulfato de potassio. Com o radical preparado, foi feita a diluicdo do mesmo com alcool
etilico, até apresentar absorbancia de 0,70 a 734 nm. Para a constru¢do da curva padréo, foi
utilizada uma solucdo de quercetina 2 mM em cinco diluigdes. O mesmo procedimento de
diluicdo foi realizado com a solucéo do extrato (1 mg/mL).

A mistura reacional foi incubada sob abrigo de luz por seis minutos, com leitura
da absorbancia realizada em espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220, Curitiba, Brasil),
utilizando 734 nm como comprimento de onda. O alcool etilico puro foi utilizado como
branco. Os resultados foram expressos em CNso € em mg equivalentes de quercetina/g de

extrato.

3.2.4 Determinacao da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro
(FRAP)

Outra metodologia utilizada para determinar a atividade antioxidante de EELt foi
através do ensaio de reducdo do ferro, feito de acordo com o protocolo de Rufino et al.
(2006). O preparo do reagente FRAP foi feito através da adicdo de 25 mL de tampé&o acetato
0,3 M em uma mistura de 2,5 mL de solugéo 2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) 10
mM com 2,5 de solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Para construgdo da curva padréo,
foi utilizada uma solucdo de sulfato ferroso 2 mM em quatro diluicbes, 0 mesmo
procedimento de diluicdo foi feito com a solucéo do extrato 1 mg/mL.

A solucdo contendo a amostra e o reagente foi incubada em banho-maria (Nova
Etica, Dubnoff série 304/D, Vargem Grande Paulista, Brasil) a 37 °C por 30 minutos. A leitura
de absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Bioespectro SP-220, Curitiba, Brasil),
utilizando 595 nm como comprimento de onda. O reagente FRAP foi utilizado como branco.

Os resultados foram expressos em M de equivalentes de sulfato ferroso/mg de extrato.
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3.2.5 Identificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de ultraeficiéncia
acoplada a sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF)

A identificacdo dos compostos fendlicos presentes no EELLt foi realizada em sistema
Acquity UPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF) (Waters
Corporation, Milford, EUA), em colaboracdo com o Laboratério de Quimica e Produtos
Naturais, Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, Ceard).

As corridas cromatogréficas foram realizadas em coluna Waters Acquity UPLC BEH,
temperatura fixa de 40 °C, fase movel composta por agua com 0,1% de acido formico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 minutos),
fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5 uL. Leucina encefalina foi utilizada com lock
mass. Modo de aquisicio MSE (espectrometria de massas de alta energia). O instrumento foi

controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation, Milford, EUA).

3.3 Bioacessibilidade de compostos fendlicos in vitro

3.3.1 Digestéo gastrointestinal simulada

A digestdo in vitro foi realizada de acordo com o descrito por Helal et al. (2014),
com modificagdes. De inicio, 1 g de amostra recebeu 5 mL de fluido géstrico, com pH 2,5,
29/L de NaCl e 300 U/mL de pepsina, com incubacdo de 2 h em banho-maria (Nova Etica,
Dubnoff série 304/D, Vargem Grande Paulista, Brasil) a 37°C com agitacdo, seguido de
resfriamento em banho de gelo por 10 minutos. Uma aliquota de 1,5 mL foi retirada de cada
amostra, o pH ajustado para 7,5 com NaHCOs 0,1 M, com posterior adi¢do de 3,5 mL de
fluido intestinal artificial, com pH 7,5; 8,4 mg/mL de NaHCOs 0,1 M, 0,8 g/L de pancreatina
e 5 g/L de extrato de bile. Mais 2 h de incubacdo a 37°C com agitacdo, seguido de banho de
gelo por 10 minutos. Logo ap6s, mais uma aliquota de 1,5 mL foi retirada e acidificada até
atingir pH 2,5 para evitar alteragdes dos compostos fendlicos presentes na amostra. As
amostras foram entéo centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C em centrifuga (Hettich
Rotina 380R, Tuttlingen, Alemanha). O sobrenadante foi filtrado e mantido em refrigeracdo a
-20°C até o momento das analises. Houve dois tipos de tratamentos, um com a amostra
recebendo os fluidos com as enzimas e outro com a amostra recebendo os fluidos sem as

enzimas, para analisar o efeito das mesmas sobre as amostras. O ensaio foi realizado em
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duplicata, e como padrdo de comparacao foi utilizado o &cido galico.

3.3.2 Quantificacdo e avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos fenélicos
totais apos a digestao

Os sobrenadantes coletados apds a digestdo simulada in vitro tiveram seus
compostos fendlicos totais quantificados, atraves do reagente de Folin-Ciocalteu (item 3.2.1).
Enguanto que suas respectivas capacidades antioxidantes foram determinadas pelo método de

neutralizacdo do DPPH, ja comentado anteriormente no item 3.2.2.

3.3.3 Indices de bioacessibilidade

Para uma melhor compreensdao das mudancas ocasionadas pela digestdo, séo
calculados os indices de bioacessibilidade para cada amostra, da seguinte maneira:

- A bioacessibilidade de compostos fenélicos (BCF) indica a fragdo de compostos
fenolicos que permaneceram bioacessiveis:

BCF = CFo/CFa x 100, onde CFp representa a concentragdo dos compostos
fendlicos apds a digestdo, enquanto que CFa representa a concentracdo de compostos
fenolicos antes do processo de digestdo simulada;

- O indice de atividade antioxidante bioacessivel (IAAB) representa a capacidade
antioxidante dos compostos fendlicos bioacessiveis:

IAAB = Ab/Aa x 100, onde Ap corresponde a atividade antioxidante apés a
digestéo, enquanto que Aa corresponde a atividade antioxidante antes do processo de digestdo

simulada.

3.4 Avaliacéo da capacidade hepatoprotetora in vivo

3.41 Animais

Ao total foram utilizados 25 ratos machos albinos Wistar (Rattus norvegicus),
convencionais, obtidos com o Biotério Central da UFC (BIOCEN-UFC), todos com trés
semanas de idade. Os mesmos foram alojados no Biotério Experimental do Laboratério de
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Bioprospeccdo de Recursos Regionais, Departamento de Biologia da UFC, em temperatura de
23,0 £ 2,0 °C, fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro e umidade do ar de 45-55%. Mantidos em
caixas de polipropileno com substrato de raspa de pinho (Biotécnicas, Sdo Paulo, Brasil),
racdo balanceada (Biobase, Biotécnicas, Sdo Paulo Brasil) e 4gua ad libitum até atingirem o
peso de aproximadamente 180 g para iniciar os testes. Esse estudo foi submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da UFC (CEUA-UFC), sob o protocolo de n°
122/2017.

3.4.2 Desenho experimental e coleta de material bioldgico

A avaliacdo da capacidade hepatoprotetora do EELt consistiu na utilizacdo do
protocolo modificado, proposto por Rochette et al. (2013). Os 25 ratos foram separados
aleatoriamente em 5 grupos, com 5 animais em cada, nomeados de A a E. Os animais
receberam tratamento intragastrico, pela manha, uma vez ao dia durante 15 dias, onde cada
grupo recebeu os seguintes tratamentos:

Grupo A: 1 mL de solugdo fisiologica durante os 15 dias;

Grupo B: 1 mL de solucéo fisiologica por 14 dias, a partir do 15° foram trés doses
de etanol, totalizando 5 g/Kg, com intervalo de 12 h entre cada;

Grupo C: EELt 100 mg/Kg por 14 dias, a partir do 15° foram trés doses de etanol,
totalizando 5 g/Kg, com intervalo de 12 h entre cada;

Grupo D: EELt 200 mg/Kg por 14 dias, a partir do 15° foram trés doses de etanol,
totalizando 5 g/Kg, com intervalo de 12 h entre cada;

Grupo E: Silimarina 100 mg/Kg por 14 dias, a partir do 15° foram trés doses de
etanol, totalizando 5 g/Kg, com intervalo de 12 h entre cada;

Passadas 6 h apos a ultima dose de etanol, todos os animais foram anestesiados
com anestésico inalatério e o sangue coletado diretamente pelo plexo retro-orbital em tubo.
Duas coletas foram realizadas, uma em tubo heparinizado para analise hematoldgica, outra em
tubo ndo-heparinizado com posterior separacdo do soro sanguineo por centrifugacdo a 3000 x
g (Hettich Rotina 380R, Tuttlingen, Alemanha) durante 10 minutos e utilizado para a analise
dos biomarcadores bioquimicos.

Ap0s eutanasia, o figado foi excisado, liberto de gordura e pesado. Com divisao
em duas porgdes. A primeira foi imediatamente fixada em solucdo de formalina a 10% e

encaminhada para analise histopatoldgica, enquanto que a segunda foi homogeneizada em
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tampéo Tris-HCL gelado a 0,1 M (pH 7,2), centrifugada a 2500 rpm durante 10 minutos,

estocando o sobrenadante a -80 °C até a realizacéo do teste de peroxidacéo lipidica.

3.4.3 Analise hematoldgica

A mensuracdo quantitativa dos componentes celulares sanguineos como,
hemoglobinas e linfécitos, foi feita em analisador hematologico automatizado (Sysmex,
pocH-100iV Diff, S&o Paulo, Brasil), com seus valores comparados aos valores de intervalo
indicativos de normalidade para a espécie.

3.4.4 Analise dos biomarcadores hepaticos

A mensuracdo quantitativa das enzimas lactato desidrogenase (LDH), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) foi
determinada utilizando kits laboratoriais, conforme as instrucdes do fabricante. Os resultados
foram expressos em unidade de atividade enzimatica por litro (U/L).

3.4.5 Ensaio de peroxidacdo lipidica através das espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARYS)

O ensaio foi baseado no protocolo descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979)
com modificagdes. Homogenato foi preparado em tampédo Tris/HCI 50 mM (pH7,4), com
parte do figado excisado, na propor¢do de 1:10. ApGs o preparo, 0 homogenato foi
centrifugado por 10 minutos a 2.500 rpm (Hettich Rotina 380R, Tuttlingen, Alemanha) e o
sobrenadante armazenado em -80 °C até o uso. No dia da anélise, foram adicionados 200 pL
do sobrenadante em uma solugio contendo 500 pL de Acido Tiobarbitarico (TBA) 0,8%, 500
pL de tampdo acido acético (pH 3,0), 200 pL de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 8,1% e 100
uL de agua destilada.

As solugdes foram incubadas em banho-maria a 95 °C por 2 horas (Modelo
304/D, Vargem Grande Paulista, Brasil), depois foram resfriadas em temperatura ambiente e
lidas a 532 nm (Epoch, Take 3 module, BioTek, Winooski, EUA). Os resultados foram
expressos em equivalentes de malondialdeido (MDA) nmol/g de tecido hepético.
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3.4.6 Histopatologia

Os tecidos foram desidratados em alcool, incorporados em parafina, cortados em
seccOes de 4-5 mm de espessura e corados com hematoxilina-eosina. Logo apds, as seccles
foram examinadas em microscopio oOptico (Labomed, Lx 300, Séo Paulo, Brasil) para

verificacdo de alteracGes estruturais nos hepatocitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento do extrato

O extrato etandlico das sementes de L. tomentosa (EELt) apresentou um
rendimento de 20,76%, valor j& esperado para preparagbes que visam a obtencdo de
metabdlitos secundarios. De acordo com Farias et al (2013), o extrato das sementes de L.
tomentosa apresentou um rendimento de somente 4,4%, um valor inferior ao encontrado no
presente no estudo. Contudo, quando comparado com o rendimento obtido para o extrato das
sementes de L. rigida, também realizado pelo Farias et al (2013), o rendimento mostrou-se

similar, com um valor de 28,1%.

4.2 Caracterizacao quimica

4.2.1 Concentragdo de compostos fenolicos

O teste de fenois totais permitiu determinar a concentracdo de fenois presentes no
extrato e estabelecer uma relacdo com uma substancia fendlica amplamente conhecida, o
acido galico, um &cido organico com alta capacidade antioxidante. A concentracdo de
polifendis totais apresentada por EELt foi de 194,8 + 0,59 mg equivalentes de acido galico/g
de extrato (Tabela 2), um valor alto se comparado com o apresentado por Pessoa et al (2016),
que trabalhou também com EELLt e obteve um quantitativo de 108,47 + 6,90 mg equivalentes
de &cido galico/g de extrato.

O mesmo se aplica para outras espécies vegetais, pois de acordo com Hua, Yi-fei e
Zhi-gin (2018), a semente de Citrus reticulata, popularmente conhecida como tangerina,
apresentou um valor maximo de 2,81 + 0,04 mg equivalentes de acido galico/g de extrato. Da
Silva et al. (2014) realizaram o teste de polifendis totais em varias frutas consumidas
cotidianamente, onde boa parte dessas frutas apresentaram um valor inferior ao obtido pela
semente de L. tomentosa, como € o0 caso da goiaba e do abacaxi que apresentaram 17,23 e
9,90 mg equivalentes de acido galico/g de extrato, respectivamente (CHEN et al., 2014;
DIRAR et al., 2018).



39

4.2.2 Capacidade antioxidante

O resultado do ensaio de atividade antioxidante total, pela captura do radical
ABTS, mostrou que o EELt apresentou uma capacidade antioxidante de 32,22 = 1,1 mg
equivalentes de quercetina/g de extrato (Tabela 2), significando que cada 1 g de extrato
apresenta 0 mesmo efeito que 32 mg de quercetina. Outra maneira de expressar a capacidade
antioxidante é através da capacidade de neutralizagdo média (CNso), que apresentou um valor
de 144,54 + 6,76 mg/L. Um valor alto se comparado com um extrato de procianidinas obtidas
a partir das sementes de uva, fruta j& conhecida por sua capacidade antioxidante, pois de
acordo com Zhou et al. (2018), o extrato apresentou uma CNso média de 37,25 + 1,48 mg/L.

Na neutralizagdo do DPPH, outra metodologia para avaliar a capacidade
antioxidante, o EELt apresentou uma CNso de 74,31 + 7,25 pg/mL (Tabela 2), valor préximo
ao encontrado para o extrato de procianidinas, que apresentou uma CNso de 83,81 £ 5,33
mg/L (ZHOU et al., 2018). Enquanto que o &cido gélico, utilizado como controle, apresentou
uma CNso de 8,55 = 1,11 ug/mL. Ou seja, aqui € possivel observar uma boa atividade
antioxidante para o extrato, pois apesar de apresentar um valor alto se comparado diretamente
com o &cido galico, um composto fendlico puro, 0 mesmo apresenta um valor proximo ao
encontrado para o extrato da semente de outra espécie.

Para o ensaio de atividade antioxidante total pela reducéo do ferro, FRAP, o valor
obtido para o poder redutor de EELt foi de 725 + 132,48 uM equivalentes de sulfato
ferroso/mg de extrato (Tabela 2), um valor alto se comparado ao obtido para o abacaxi que, de
acordo com Yeoh e Ali (2017), apresentou 28,31 uM equivalentes de sulfato ferroso/mg de
peso do fruto.

Os ensaios de neutralizagdo do ABTS e DPPH permitem analisar a acdo priméria
desses fendis, em que eles interagem diretamente com o radical livre, doando prétons ou
elétrons, estabilizando a substancia oxidante. Enquanto que no método FRAP, os compostos
presentes em EELt, em especial os fendis, agem de maneira secundaria, pois 0 mesmo reduz
um metal de transicdo que se, em sua forma oxidada, encontrar o peréxido de hidrogénio,
reage e forma um radical hidroxila. Essa analise mais geral permite um maior conhecimento

acerca das diferentes vias de acdo antioxidante da amostra em estudo.
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Tabela 2 — Resultados dos ensaios realizados para a quantificagdo de fendis totais, junto com a
determinacdo da atividade antioxidante pelos ensaios de ABTS, DPPH e FRAP. mg:
miligramas; g: grama; CNso: capacidade de neutralizagdo média; L: litro; uM: micromolar;
FeSOQa: sulfato ferroso.

Ensaio Unidade Amostra

mg equivalentes de acido gélico/g de

Fendis totais 194,8
extrato
mg equ|vaIentiitdrtaetiuercetlna/g de 322211
ABTS
CNso (mg/L) 144,54 + 6,76
DPPH CNso (mg/L) 74,31+7,25
ERAP UM equivalentes de FeSOs/mg de peso 725+ 132,28

Fonte: Autor.

4.2.3 ldentificacdo dos compostos fendlicos

EELt foi submetido a cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-QTOF) para identificar os compostos fendlicos presentes na
preparacdo. A galocatequina e sua forma isomérica, substancias identificadas no extrato
(Figura 8 e tabela 3), sdo conhecidas por exibirem forte atividade antioxidante em testes in
vitro (NANJO et al., 1996; PLUMB et al., 2002). Apesar da identificacdo de somente esses
dois compostos como fendlicos, ha relatos na literatura da presenca de varios flavonoides na
semente das plantas do género Licania, como quercetina, canferol, catequina, epicatequina,
entre outros (PESSOA et al., 2016). Vale ressaltar que por se tratar de um extrato etandlico,
pode haver vérios tipos diferentes de substancias, como o acido naftalenodicarboxilico-

hexose, ndo-fendlicas.
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Figura 8 - Cromatograma da UPLC-QTOF realizada com extrato etandlico da
semente de Licania tomentosa. 1= Acido naftalenodicarboxilico-hexose, 2= Dimero de
galocatequina (isdbmero), 3= Galocatequina, 4= Substancia ndo identificada, 5= Glicosideo-O

do acido hidroxi-jasménico.
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Fonte: Autor.
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Tabela 3 — Compostos fitoquimicos detectados no extrato das sementes de Licania tomentosa (EELt) via UPLC-QTOF nos modos de ionizagado
negativo e positivo. Os niimeros em parénteses na coluna de produtos idnicos sdo referentes a intensidade relativa. Tr: tempo de retencao.

Pico Tr [M+H] [M-H] Produtos Férmula Erro Composto Proposto Referéncia
no. min  (m/z) (m/z) [6nicos Molecular (ppm)
Observada Calculada (MS/MS)?2
1 0,88 377,0858 377,0873  341,1105 (45), CisH1809 -4,0 Acido ZHANG et al., 2017
215,0400 (20), naftalenodicarboxilico-
179,0588 (42) hexose
2 1,98 609,1234 609,1244  441,0832 (40), CszoH26014 -1,6 Dimero de galocatequina STANISAVLJEVIC et
423,0777 (30), (isomer) al., 2015
305,0716 (20)
3 2,27 305,0653 305,0661  167,0403 (10), CisH1407 -2,6 Galocatequina WANG et al., 2017
218,1079 (20)
2,84 443,1910 443,1917  305,0705 (8), C21H32010 -1,6 Nao identificado -
3,27 387,1671 387,1655  163,1183 (10) CisH2809 4,1 Glicosideo-O do acido FARAG et al., 2016

hidroxi-jasmoénico

Fonte: Autor.
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4.3 Bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos apds processo de digestdo simulada

Apds a digestdo simulada, os valores encontrados para a bioacessibilidade de
compostos fendlicos (BCF) do EELt foram de 33,28 e 37,91 % para a digestdo com e sem
enzimas, respectivamente (Tabela 4). Enquanto que o &acido galico apresentou valores
menores, 23,57 e 11,02 % para digestdo com e sem enzimas, respectivamente. Esses valores
sdo esperados tanto para o acido galico (NETO et al., 2017) como para outros acidos
fenolicos. Segundo Martini, Conte e Tagliazucchi (2018), alguns &cidos hidroxibenzdicos
exibiram bioacessibilidade em torno de 28,1 a 43,4 %.

Em sementes de Opuntia albicarpa cv. Reyna e Opuntia ficus-indica cv. Rojo
pelon, os valores para compostos fenolicos bioacessiveis encontrados foram baixos, se
comparado com o presente estudo, apresentando uma bioacessibilidade de somente 0 a 14 %.
Segundo Alminger et al. (2014), matrizes altamente processadas, como extratos fenolicos
exibem uma bioacessibilidade de compostos fendlicos proximas a 100 %, enquanto que
matrizes sélidas exibem um valor em torno de 30 a 100 %.

As diferencas obtidas para a quantificacdo de fendis entre as duas digestes, com
e sem enzimas, podem ter sido ocasionadas pela interacdo proteina-composto fendlico.
Segundo Shahidi e Senadheera (2018), existem quatro tipos de interacGes entre proteinas e
compostos fendlicos, sendo a hidrofébica e as ligacdes de hidrogénio as principais, onde o
grupo hidroxila dos fendis se liga ao grupo carbonila das proteinas, formando complexos que
podem ser sollveis ou insolaveis, além da possibilidade de reacGes enzimaticas alterarem as
estruturas do composto fendlico.

Vale ressaltar que o acido galico, assim como muitos acidos fenolicos, apresenta
instabilidade em pH alto, acredita-se que o principal responsavel por essa instabilidade sdo os
grupos hidroxila presentes na substancia (FRIEDMAN, JURGENS, 2000). Talvez por isso o
acido galico, um composto puro, apresentou valores tdo baixos de bioacessibilidade.

Outro ponto a se analisar na bioacessibilidade € o indice de atividade antioxidante
bioacessivel, aqui analisado pela neutralizacdo do radical DPPH, que teve o valor alterado
durante a digestdo. Como observado na tabela 4, apesar de a quantidade de fendis ser proxima
entre a digestdo com enzimas e a digestdo sem enzimas para EELt, as suas capacidades
antioxidantes foram reduzidas, possivelmente pela interacdo ja descrita, na qual o grupo
hidroxila do composto fendlico, responsavel pela atividade antioxidante, ficou inativado pela
interacdo com o grupo carbonila da proteina. Enquanto que os valores apresentados pelo &cido
galico foram drasticamente reduzidos pelo processo da digestdo, ndo sO por conta das
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enzimas, como também pelo pH do meio. O esperado é que a atividade antioxidante seja
proporcional a quantidade de compostos fendlicos na amostra, porém em certos casos 0S
compostos fenolicos perdem sua capacidade antioxidante por conta da interacdo com outras

moléculas, alteracfes na temperatura ou pH do meio.
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Tabela 4 — Polifendis totais, atividade antioxidante e indices de bioacessibilidade nos sobrenadantes antes e ap6s digestdo gastrointestinal

simulada.
Amostra Tratamento Fenols Totals (g de BCF (%) DPPH (N %) IAAB (%)
eag/mg de extrato)
Antes da digestao 16,71+£0,32°¢ 10,65 + 2,87 "
EELt Pés-intestinal 5,56 + 0,55°¢ 33,28 + 3,28° 1,21 +0,44°¢ 11,35+ 4,17°
Pos-intestinal sem 6,33 + 0,50 37,91 +3,02° 335+1,35°¢ 31,48 + 12,65 °
enzimas
Antes da digestéo 99,37+142% 62,48 + 1,592
. . Pés-intestinal 31,73+ 3,72° 2357 +2,76°¢ 1,65+0,71°¢ 2,64 +1,13°
Acido Galico Pés-intestinal sem
: 11,02 +2,11 ¢ 11,02 +2,11¢ 3,08+1,26°¢ 4,92 +2,02"
enzimas

EELLt: extrato etanélico das sementes de Licania tomentosa; eag: equivalentes de acido galico; BCF: bioacessibilidade de compostos fenélicos; DPPH: 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila; N%: percentual de neutralizacéo do radical DPPH; IAAB: indice de atividade antioxidante bioacessivel;
Resultados sdo expressos como média + desvio padrao para fendis totais e atividade antioxidante;

&€ Diferencas significativas dentro da mesma coluna sdo mostradas por letras diferentes (teste de Tukey, p<0,05).
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4.4 Avaliacao da hepatoprotegéo in vivo

4.4.1 Analise hematologica

A anélise hematoldgica mostrou que todos os parametros investigados (como
hemoglobinas e leucdcitos) apresentaram valores dentro dos niveis de referéncia para a
espécie. De acordo com Lu e Cederbaum (2008), um dos efeitos colaterais da ingestdo de
etanol € o surgimento de inflamacgdes, entdo o esperado seria um aumento nos niveis de
leucécitos do animal tratado com etanol, indicando que houve inflamag¢do em algum ponto.
Enquanto que os animais tratados com EELt deveriam apresentar niveis semelhantes aos
tratados somente com salina e silimarina, de forma que ficassem o mais proximo da

normalidade.

4.4.2 Analise dos biomarcadores hepéticos

Outra andlise para se estabelecer a presenga, ou ndo, de estresse oxidativo é a
quantificacdo da atividade das quatro principais enzimas marcadoras de dano hepético,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e
lactato desidrogenase (LDH). Essas quatros enzimas sdo encontradas em grande quantidade
somente em células de determinados érgdos, sendo o figado um dos principais, de forma que a
sua quantidade esperada na corrente sanguinea deve ser baixa, a ndo ser que ocorra injdria no
orgéo liberando assim o conteudo celular no sangue, como é o esperado em casos de estresse
oxidativo hepatico (SEBAI et al., 2015).

Porém, ao quantificar as mesmas enzimas na corrente sanguinea (Figura 9),
somente a ALP e AST mostraram-se alteradas quando comparadas com o grupo salina. No
caso da ALP, o grupo tratado somente com EELt 200 mg/Kg foi o que apresentou menor
valor, porém esse fato em isolado nédo é o suficiente para inferir que houve hepatoprotecao, ja
gue todos o0s outros parametros avaliados se apresentaram dentro da normalidade. Outro ponto
é que a diferenca estatistica foi somente com o controle, grupo esse que nao recebeu agente
indutor de estresse, de forma que essa alteracdo nédo € relevante para indicar estresse oxidativo

(no caso do tratamento s6 com etanol) ou protecdo (tratamentos com etanol mais silimarina ou
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EELt). Outra enzima que apresentou diferenca estatistica entre dois grupos, etanol e EELt 100
mg/Kg, foi a AST, pois os valores obtidos para o grupo tratado somente com etanol foi menor
que o obtido para o grupo tratado com EELt 100 mg/Kg que no caso, mais uma vez, esse fato
em isolado ndo define a existéncia de hepatoprotecdo ou hepatotoxicidade.

O resultado esperado para esse teste seria, altos niveis das enzimas para o grupo
tratado com etanol, e valores semelhantes entre o grupo tratado com silimarina e 0 grupo
tratado somente com salina, ja que a silimarina possui seu efeito hepatoprotetor amplamente
relatado na literatura (SEBAI et al., 2015). De maneira que para o EELt ser considerado
também hepatoprotetor, 0s niveis enzimaticos para 0 grupo que recebeu 0 mesmo como

tratamento, deveriam ser proximos ao do grupo da silimarina.

Figura 9 - Niveis plasmaticos das enzimas hepaticas utilizadas como biomarcadores para
estresse oxidativo. U/l: unidades por litro; ALP: Fosfatase alcalina; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; LDH: lactato desidrogenase; EELt 100:
extrato etandlico de L. tomentosa 100 mg/kg; EELt 200: extrato etandlico de L. tomentosa
200 mg/kg. Diferencas significativas para cada amostra sdo mostradas por letras diferentes
(teste de Tukey, p<0,05).
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4.4.3 Avaliacao da peroxidacéo lipidica (TBARS)

O ensaio TBARS parte da premissa de estimar a peroxidacdo lipidica que houve
no tecido a partir dos subprodutos formados pela metabolizacdo do etanol. Ou seja, ao ocorrer
a peroxidacdo lipidica da membrana dos hepatdcitos, € formado o malonaldeido (MDA) e 4-
hidroxinonenal (HNE). Porém para esse teste, o relevante € somente 0 MDA, pois 0 mesmo
reage com o &cido tiobarbiturico (TBA), forma um cromoforo capaz de ter sua absorbancia
lida em espectrofotdmetro, e consequentemente estipular a peroxidacédo lipidica que ocorreu
no tecido (GAO et al., 2018).

Ao analisar o grafico da peroxidacao lipidica (Figura 10), é possivel notar que o
grupo que recebeu salina, apresentou niveis menores de MDA que o grupo tratado com etanol
e silimarina, enquanto que os tratados com EELt foram intermediarios.

Analisando esse gréafico isoladamente, seria possivel inferir que o EELt foi ainda
mais eficiente que a silimarina na hepatoprotecdo. Porém ao interpretar o conjunto de dados,
isso ndo se mostra suficiente para fazer esse tipo de inferéncia. O ideal, de acordo com Sebai
et al. (2015), seria que o grupo tratado somente com etanol apresentasse as maiores
quantidades de MDA no tecido, enquanto que o grupo tratado com EELt deveria se aproximar
ao maximo do grupo que recebeu silimarina ou somente salina, evidenciando que o extrato

possui capacidade evitar a peroxidacéo lipidica.

4.4.3 Histopatologia

A anélise histopatologica permitiu inferir que ndo houve alteracdo estrutural nos
tecidos hepaticos dos animais experimentais, quer na presenca ou auséncia de etanol, somente
uma degeneracao hidrdpica, que pode significar a presenca de citotoxicidade, porém a mesma
foi desconsiderada por estar presente também no grupo controle e ser considerada um artefato
decorrente da confeccdo das Iaminas para a analise microscopica. De acordo com Sebai et al.
(2015), o esperado seria a presenca de alteracdes morfolégicas no tecido, como uma leve
esteatose microvesicular, nos grupos tratados somente com etanol, enquanto que os tratados
com silimarina e EELt deveriam apresentar a morfologia semelhante aos tratados somente

com salina, indicando ali que houve de fato uma hepatoprotecéo.
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Figura 10 - Niveis de malondialdeido determinados em macerados de figado. EELt 100:
extrato etandlico de L. tomentosa 100 mg/kg; EELt 200: extrato etandlico de L. tomentosa
200 mg/kg. Diferencas significativas para cada amostra sdo mostradas por letras diferentes
(teste de Tukey, p<0,05)
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5 CONCLUSAO

O EELt apresentou um alto rendimento de extracdo, assim como 0s testes in vitro
evidenciaram tanto uma boa capacidade antioxidante, como bioacessibilidade. A partir da
caracterizacdo quimica, foram identificados dois compostos fendlicos conhecidos por sua
capacidade antioxidante, a galocatequina e um dimero de galocatequina. Porém ndo foi
possivel avaliar a capacidade hepatoprotetora, ja que ndo houve o estabelecimento do estresse
oxidativo induzido por etanol. Sugere-se que sejam realizados novos experimentos, com outro

protocolo ja estabelecido, para a verificacdo da capacidade antioxidante desse extrato.
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