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RESUMO

A obesidade resulta do aumento do tamanho e niimero de adipécitos e estudos
revelam que o estresse oxidativo contribui para a intensificacdo da diferenciagdo de pré-
adipocitos em adipdcitos, pois aumentam a ativagao e expressao de proteinas adipogénicas.
Os antioxidantes podem combater o estresse oxidativo e, consequentemente, reduzir a
diferenciagdo dessas células, o que seria interessante para um efeito antiobesidade. Sabe-se
que as fracdes n-butanol das cascas do fruto de Annona crassiflora Mart (araticum) e das
folhas de Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca) tém uma tremenda capacidade
antioxidante. A proposta deste trabalho foi analisar o efeito das fragdes n-butanol da casca
do araticum e das folhas de pata-de-vaca em células 3T3-L1, e avaliar as possiveis
atividades antiadipogénicas através da: verificagdo da capacidade antioxidante dos
tratamentos em meio adipogénico caseiro, analise da atividade de enzimas antioxidantes e
da coloracdo Oil Red O. A partir desses métodos, as fracdes ndo demonstraram promover
um efeito antiobesidade na concentragdo e tempo de tratamento utilizados, possivelmente

devido a baixa concentra¢do administrada.

Palavras-chave: obesidade; antioxidante; adipogénese.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade ¢ uma doenga cronica caracterizada pelo excesso de acumulo de
gordura corporal que traz prejuizos a saude, incluindo diabetes, complicagdes
cardiovasculares, cancer, asma, distirbios do sono, disfun¢do hepatica, disfungdo renal e
infertilidade (GARROW, 1988; JUNG, 1997; PI-SUNYER, 1991). Mais de 1,9 bilhdes de
adultos no mundo estao acima do peso considerado ideal. Destes, mais de 600 milhdes sdo
obesos. A prevaléncia mundial de obesidade mais do que duplicou entre 1980 ¢ 2014
(OMS, 2014).

A obesidade ocorre por um desequilibrio entre a energia ingerida e a energia gasta,
devido a fatores genéticos e ambientais, resultando no aumento do tamanho (hipertrofia) e
do numero de adipocitos (hiperplasia) (ALBU et al, 1997; HOSSAIN et al, 2007; CARO et
al, 1989).

1.2 Adipdcitos

O tecido adiposo ¢ o reservatdrio energético central do organismo e os adipocitos
sdo células especializadas no armazenamento de lipidios em seu citoplasma na forma de
triglicerideos. Essas células possuem proteinas de regulagdo e enzimas que sdo utilizadas
para levar a sintese de acidos graxos e estocar triglicerideos (TG) em periodos em que a
oferta de energia ¢ grande e, quando ha falta (déficit caldrico), pode-se aproveitar esses
lipidios por meio da lipdlise para obtencao de energia (AHIMA & FLIER, 2000).

Os adipdcitos sdao atuantes também no metabolismo lipidico, e além da fungdo
tradicional de armazenamento de energia na forma de triglicerideos, tém uma atividade
secretora e enddcrina, com producao de numerosas substancias hormonais e ndo hormonais
de natureza protéica ou ndo protéica, como citocinas classicas, fatores de crescimento e
quimiotaticos (TRAYHURN & WOQOD, 2004).

As mudancas no numero de adipdcitos ocorrem por meio de uma sucessdao
complexa de eventos que envolvem proliferacdo e diferenciagdo de pré-adipdcitos

(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).



Os pré-adipdcitos passam a adquirir as caracteristicas de adipocitos maduros,
acumulando goticulas lipidicas em seu interior ¢ a habilidade de responder a hormonios
como a insulina. A diferenciagcdo terminal consiste na ativacdo de eventos transcricionais
em cascata. Entdo, conhecer os eventos moleculares que regulam a diferenciagdo dos pré-
adipocitos em adipécitos maduros (adipogénese) ¢ de suma importancia para a
compreensao da génese da obesidade (QUEIROZ et al, 2009).

O pré-adipdcito 3T3-L1, uma linhagem celular derivada de camundongo, pode ser
induzido in vitro a diferenciar-se em células de adipdcitos maduras (GREGOIRE et al,
1998). Essas células, quando expostas a um coquetel adipogénico composto por insulina,
dexametasona (DEX) e isobutilmetilxantina (IBMX), podem passar pelo processo de
diferenciagdo. Esse “coquetel” ativa os receptores de glicocorticdides por meio da
dexametasona, o receptor de IGF-1 pela insulina e a via de sinalizagdo do AMPc através do

IBMX (FEVE, 2005; ALIAGA & MATSUMURA, 2002; FARMER, 2006).

1.3 Proteinas envolvidas na adipogénese

Existem fatores de transcri¢do adipogénicos, como o receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas (PPARY), a proteina 1c ligadora do elemento regulado por
esterois (SREBP-1c) e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/enhancer
binding protein — C/EBPs), que sdo cruciais na cascata transcricional que ocorre durante a
adipogénese (Figura 1) (FONSECA-ALANIZ et al, 20006).

O PPARy ¢ um membro de uma superfamilia de receptores nucleares e ¢ muito
expresso no tecido adiposo. Esse fator de transcri¢do estimulara a transcri¢do de muitos
genes especificos dos adipocitos, bem como vai ditar o inicio propriamente dito da
adipogénese, tendo assim, um papel essencial na regulag¢do da diferencia¢do dos adipdcitos
(TONTONOZ et al, 1995).

As Proteinas Ligantes ao Amplificador CCAAT (C/EBPs) possuem as isoformas o,
B e 0 que sdo bastante expressas no adipdcito e induzidas durante a adipogénese. A
C/EBPa tem um papel critico na diferenciagdo em adip6citos maduros. A C/EBPB e a
C/EBP6 atuam na fase inicial da diferenciacdo, induzidas por DEX e IBMX durante a
diferenciacdo dos adipdcitos, o que estimula a expressao de PPARYy, o qual ¢ um forte
estimulante da complexa cascata de diferenciagdo e atua de forma sinérgica com a C/EBPa

para inducdo da diferenciacdo (TONTONOZ et al, 1994; HU et al, 1995; FARMER, 2006).



A proteina SREBP tem um papel muito importante na adipogénese, na homeostase
dos acidos graxos e também na sensibilidade a insulina. O fator de determinacdo e
diferenciagdo dependente do adipécito (ADDI1) ¢ homologo a isoforma SREBP-1c¢ de
humanos. In vitro, o ADD1/SREBP-1¢ aumenta a transcricio de PPARy, aumentando o
numero de células submetidas ao processo de diferenciagio (OSBORNE, 2000;

TONTONOZ et al, 1993).
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Figura 1. Algumas proteinas envolvidas na adipogénese. Fonte: FONSECA-ALANIZ et al, 2006
(adaptado).

Essas proteinas e fatores de transcri¢do, entdo, sdo alguns dos responsaveis pela
manutencdo do fenotipo adipocitario e pela diferenciagdo de pré-adipocitos em adipdcitos.
O excesso de adipogénese pode conduzir ao desenvolvimento da obesidade e doengas
associadas como: doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertensao, etc (LEITE et al,

2009).

1.4 Estresse oxidativo

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo necessarias no metabolismo das células.
Porém, quando em excesso, podem levar ao estresse oxidativo que tem potencial para causar
alteracOes celulares ¢ também levar ao desenvolvimento de doencas cardiacas, inflamatorias,
hipertensao e até mesmo alguns tipos de cancer (OH et al, 2001).

Estudos em cultura de c€lulas e em animais relataram o papel do estresse oxidativo
na patogénese da obesidade indicando que o mesmo leva a um aumento na proliferagio e
diferencia¢do de pré-adipdcitos (adipogénese), assim como no tamanho dos adipocitos

maduros (LEE et al, 2009; SAVINI et al, 2013). Isso se da porque as EROs vao



desempenhar um papel determinante na regulagao da diferenciacao dos adipocitos devido
ao seu envolvimento nas regulacdes positivas dos fatores de transcri¢ao adipogénicos, além
de regular negativamente as enzimas antioxidantes durante a adipogénese (LEE et al.,
2009). Sabe-se que com a ocorréncia da obesidade, a expressdo e atividade das enzimas
antioxidantes sao progressivamente esgotadas (SAVINI et al, 2013).

A superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e algumas peroxidases, como a
glutationa peroxidase (GPx) sdo enzimas antioxidantes que t€ém como principais fungdes
fisiologicas inativar essas espécies que causam danos oxidativos. A SOD converte o
radical superoxido (0:7), que ¢ uma espécie reativa de oxigénio, em perdxido de
hidrogénio (H202). A GPx usa o H20; como substrato para a oxidacdo de glutationa
reduzida (GSH), e assim, ha a reag@o entre o H2O2 e GSH com a formagdo de glutationa
oxidada (GSSG) e agua. E, por fim, a catalase atua reduzindo o H>O; a 4gua e diminui a

peroxidacdo lipidica (VINCENT et al, 2007; STOCKER & KEANEY, 2004).

1.5 Produtos Naturais

Os produtos naturais correspondem a uma fonte abundante de compostos
biologicamente ativos e podem ser considerados um exemplo de diversidade de moléculas
com potencial reconhecido na criagdo de farmacos (MISHRA et al., 2008).

Muitos compostos que estdo presentes nas plantas (fitoquimicos) sdo conhecidos
por serem agentes antioxidantes naturais, podendo neutralizar ou inibir a formagdo de
radicais livres (BARROS et al, 2010). Ademais, sabe-se que a ingestdo desses
componentes na dieta humana auxilia na redugdo dos riscos de desenvolver doencas
cronicas como diabetes, hipertensao, cancer e obesidade (SAEEDI & HOSSAIN, 2015).

Esses compostos fitoquimicos presentes nas plantas podem ser divididos em trés
grupos principais: terpenoides, compostos nitrogenados e compostos fendlicos
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Especificamente os compostos fendlicos se
destacam por apresentarem varias propriedades bioldgicas benéficas a saude humana
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Os flavonoides, principais compostos fendlicos
encontrados nas plantas, tém uma grande capacidade de inibir a oxidagdo de moléculas do
organismo e, dessa forma, controlam o estresse oxidativo (GOUVEIA & CASTILHO,
2011; KUMAR & PANDEY, 2013).

Esses compostos bioativos podem atuar na expressdo génica, resultando no

aumento da expressdo de enzimas antioxidantes, tais como a catalase, a superdxido



dismutase e as peroxidases que estdo envolvidas em diversos mecanismos intracelulares
contra os processos oxidativos degenerativos (LU et al., 2010).

Ja existem estudos feitos com plantas ricas em compostos bioativos, como a
Baccharis trimera Less (carqueja), que relacionam a capacidade antioxidante com a
adipogénese, sugerindo uma atividade antiadipogénica. Os extratos de Baccharis trimera
demonstraram inibir de maneira significativa, tanto a diferenciacdo e acumulo de lipidios
em adipdcitos, quanto a expressdo dos fatores de transcricio PPARy, C/EBPa e C/EBPJ3
durante a adipogénese (NASCIMENTO, 2017).

Uma espécie que chama a atencdo por possuir uma diversidade de moléculas
antioxidantes seria a Bawhinia forficata Link (pata-de-vaca). E ja reconhecido que as
folhas dessa planta tém efeito hipoglicémico (ALVES, 2018; PEPATO et al, 2002).

Outra espécie de interesse seria a Annona crassiflora Mart. Trabalhos mostram que
a casca do fruto da A. crassiflora (araticum), ¢ uma fonte natural de moléculas
antioxidantes bioativas para aplicagdes clinicas, incluindo a prevengao e terapia do
diabetes, ja que a fragdo rica em polifenois obtida da casca do fruto de A. crassiflora Mart
possui propriedades hepatoprotetoras contra o estresse oxidativo e nitrosativo em
camundongos (JUSTINO et al., 2017). Estudos também revelam que a estefalagina, um
alcaloide isolado da casca do fruto da Annona crassiflora Mart possui atividade inibitdria
da lipase pancredatica, sendo assim, um possivel tratamento para a obesidade (PEREIRA et
al, 2017).

Sabe-se que as fracdes n-butanol das folhas de pata-de-vaca e da casca do araticum
possuem uma grande capacidade de concentrar os fitoquimicos presentes nas plantas
(JUSTINO, 2016; ALVES, 2018).

O efeito terapéutico das fracdes n-butanol das folhas de Bauhinia forficata Link e
da casca do fruto de Annona crassiflora Mart ja ¢ conhecido na prevengdo e terapia do
diabetes e no combate ao estresse oxidativo (JUSTINO, 2016; ALVES, 2018). Entretanto,
ainda ¢ desconhecido se também podem modular a diferencia¢do de adipocitos por meio

do seu potencial antioxidante.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

10
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Avaliar os efeitos da fragdo n-butanol das folhas de Bauhinia forficata Link e da
fragdo n-butanol das cascas do fruto de Annona crassiflora Mart no estresse oxidativo e

adipogénese de células 3T3-L1.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade das fragdes n-butanol das folhas de Bauhinia forficata e da
casca do fruto de Annona crassiflora na linhagem celular 3T3-L1;

e Avaliar o efeito das fracdes n-butanol das plantas na adipogénese da linhagem
celular 3T3-L1;

e Avaliar a capacidade antioxidante da fragdo n-butanol das plantas Bauhinia

forficata e Annona crassiflora no meio de diferenciacao;

Analisar o estresse oxidativo dos tratamentos na linhagem 3T3-L1;

Avaliar o efeito dos tratamentos na atividade das enzimas antioxidantes.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtenc¢ao das fracées e quercetina

3.1.1. Obtencao da fracdo n-butanol das folhas de Bauhinia forficata (FBF)

Foi utilizado 1,0 Kg das folhas da B. forficata aplicando-se o método de maceragao
estatica, isto €, sem agitacdo, na qual o material ficard imerso em 5,0 L de etanol 99,8% como
solvente (propor¢do de 1:5 m/v) durante seis dias em média. Apds esse periodo, a solucao
com os extrativos foi filtrada e o solvente removido em rotaevaporador sob pressao reduzida
a 40° C. O material vegetal foi macerado por mais duas vezes, utilizando-se o solvente
recuperado na rotaevaporagdo. O extrato bruto gerado foi congelado e liofilizado para a
remocao da agua e posteriormente, armazenado em freezer a -20°C. Ocorreu o fracionamento
do extrato etanolico e obtengdo da fracdo de n-butanol e para isso, aproximadamente 30 g do
extrato bruto foi solubilizado em 200 mL de solugdo metanol: agua (9:1). Com o auxilio de
um funil de separacdo, o fracionamento foi realizado com solventes de polaridade crescente:
hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e agua. Para esse processo, foram
realizadas quatro extracdes com 200,0 mL de cada solvente. Os solventes das fragcdes foram

totalmente removidos por rotaevaporagdo sob pressdo reduzida a 40° C; as fragdes entdo
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foram congeladas e liofilizadas para a remocdo da agua remanescente e, em seguida,
armazenadas a -20° C. Foi utilizada a fra¢do obtida com o n-butanol, pesados 0,001g da
fracdo, dissolvidos em 1 mL de etanol absoluto (veiculo), de modo que fosse obtida uma
concentragdo de Img/mL. O preparado foi armazenado em microtubo, envolto com papel

aluminio e mantido a -20°C.

3.1.2. Obtenciao da fracdo n-butanol da casca do fruto de Annona crassiflora (CFAC)

O extrato etandlico da casca do fruto araticum foi obtido pelo processo de maceragdo a
temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Foi utilizado 1,0 kg de cascas do fruto, triturados
e previamente secos em estufa a 50° C durante 24 horas. A maceracao foi realizada utilizando
5,0 L de etanol 98% como solvente (propor¢ao de 1:5 m/v). O material vegetal foi deixado
em maceracao durante 6 dias. Apds esse periodo, a solugdo com os extrativos foi filtrada e o
solvente foi removido em um rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40° C. O extrato foi
congelado e liofilizado para a remogdo da dgua. O processo de maceracdo com o material
vegetal filtrado foi repetido até a exaustdo da extracdo. O extrato etanolico foi armazenado a -
20° C. Para a parti¢do liquido-liquido do extrato etanolico, aproximadamente 20 g de extrato
etanolico da casca do araticum foi solubilizado em 200,0 mL de solugcdo metanol:agua (9:1).
Com o auxilio de um funil de separagdo, a particdo liquido-liquido foi realizada com
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e agua.
Para esse processo, foram realizadas quatro extragdes com aproximadamente 200,0 mL de
cada solvente. Os solventes das fragdes foram totalmente removidos por rotaevaporagao sob
pressdo reduzida a 40° C; as fragdes foram congeladas e liofilizadas para a remocao da adgua
remanescente e, em seguida, armazenadas a -20° C. Somente a fragdo n-butanol foi utilizada,
dissolvida em etanol absoluto (veiculo), de modo que fosse obtida uma concentragdo de
Img/mL da fracdo (0,001g da fracdo em 1 mL de etanol absoluto).O preparado foi

armazenado em microtubo envolto com papel aluminio e mantido a -20°C.

3.1.3. Obtencao da Quercetina (Q)

A quercetina (quercetina-3-o-rhamnosideo) foi comprada da Sigma-Aldrich. Foram

pesados 0,001g da quercetina (Q) e dissolvidos em 1 mL de etanol absoluto e o preparado foi

armazenado em microtubo envolto com papel aluminio e mantido a -20°C.
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3.2. Obtenc¢ao e manutencio das células

Os pré-adipécitos de camundongos (linhagem 3T3-L1) foram obtidos do banco de
células do Rio de Janeiro (c6digo BCRJ0019 — BCRJ/UFRJ), livres de micoplasma.

As células foram cultivadas em garrafas médias (75 cm?) com o meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) baixa glicose, 10% de soro fetal bovino, solucdo
antibidtica/antimicotica e mantidas a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. Apos atingir
confluéncia, as células foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e plaqueadas
em placas de 96 pogos (5x10° células/poco ou 1x10* células/poco) ou 24 pocos (3x10*
células/poco) de acordo com o experimento realizado. As células foram periodicamente
monitoradas quanto a presenca de micoplasma e outros contaminantes.

As células foram cultivadas na sala de cultura celular no Laboratério de

Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia da UFU (IBTEC).

3.3. Cultura de células e diferenciacdo adipogénica

Ap6s atingirem confluéncia, as células que foram cultivadas em meio DMEM baixa
glicose 10% de soro fetal bovino, foram incubadas em meio de diferencia¢do adipocitaria
constituido pelo meio DMEM, descrito acima, acrescido com 1uM de dexametasona, 0,5 mM
de isobutilmetilxantina, 200mM de indometacina e lpg/mL de insulina. Esse meio de
diferenciagdo ¢ chamado de meio adipogénico ou meio de indu¢ao (MDI). Além do meio de
indugdo, as células foram tratadas com os tratamentos: a fragdo n-butanol das folhas de
Bauhinia forficata (FBF) e a fragdo n-butanol da casca do fruto de Annona crassiflora
(CFAC), os quais foram dissolvidos em etanol absoluto, numa concentragdao de 1 mg/mL,
sendo depois diluidos no meio com as células. Também foi colocado um tratamento com
quercetina (Q), um flavondide conhecido por sua atividade antioxidante, diluido em etanol
absoluto na mesma concentracao dos extratos (1 mg/mL), para analisarmos seu efeito nas
células e servir de comparativo com as fragdes. No terceiro dia de indugdo, o meio de
diferenciag¢@o foi substituido pelo meio de manutengdo dos adipdcitos: meio DMEM baixa
glicose 10% de soro fetal bovino e 10 pg/mL de insulina. Este meio foi trocado a cada 3-4
dias, juntamente com a adi¢do dos tratamentos (fracdes € a quercetina em diferentes
concentracdes) até o 15° dia, no caso das células que seriam utilizadas na coloragdo Oil Red
0. Os experimentos restantes foram feitos durante 72h, com uma sé concentragdo dos

tratamentos (10 pg/mL) e ndo foi necessaria a troca do meio adipogénico. Foram usados
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como controle negativo as cé€lulas tratadas sem indutores de diferenciacao e como controle
positivo as células cultivo somente com o meio de diferenciagdao; ambos sem os tratamentos

com as fragdes e a quercetina. O etanol foi utilizado em alguns experimentos

3.4. Verificacao da diferenciacao adipogénica

3.4.1. Coloraciao Vermelho Nilo e Hoechst 33342

O Vermelho Nilo é o corante ideal para detectar lipidios, pois exibe alta
especificidade, afinidade e sensibilidade em relagdo ao grau de hidrofobicidade dos lipidios
(DIAZ et al., 2008). J& o reagente Hoechst 33342 ¢ um corante fluorescente usado para corar
o DNA.

O corante Vermelho Nilo foi pré-diluido em PBS 1x (1:1000) e foram adicionados
250 pL da solugdo nos pocos. A solugdo de Hoechst 33342 foi feita através da dissolugdo de
100 mg de Hoechst 33342 em 10 mL de 4gua ultra pura. As coloracdes de Vermelho Nilo e
Hoechst 33342 foram feitas para os controles negativos e positivos e, logo em seguida, foram
tiradas fotografias no microscopio EVOS em um aumento de 10x para verificar a
diferenciagdo adipocitaria. Essa coloracdo foi realizada apenas para uma avaliagdo
qualitativa: quanto mais corado e com maior presenga de goticulas lipidicas, indicava que

houve maior diferenciagdo dos adipdcitos.

3.5. Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade das células foi testada para diferentes concentracdes das fragdes n-
butanol de Bauhinia forficata e Annona crassiflora, de quercetina e de etanol (veiculo). A
viabilidade celular das células 3T3-L1 foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio], que se baseia na capacidade das células
viaveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT em cristais de formazan de cor azul-
purpura que se acumula no citoplasma celular (MOSMANN, 1983). O MTT utilizado foi
comprado da Thermo Fischer Scientific. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocgos
(5x10° células/pogo) e, apds 24 horas, o meio foi descartado e concentragdes crescentes das
fragdes diluidas em meio foram adicionados aos pogos, em triplicata.

O meio com ou sem os tratamentos foram trocados a cada 3-4 dias. O cultivo na placa

foi durante sete dias. Um ensaio de MTT também foi realizado para as células que receberam
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uma concentragdo de 10 pug/mL dos tratamentos durante 72 horas para verificar a viabilidade
celular nesse tempo e concentragcdo também.

O controle positivo foi considerado como aqueles pogos em que as células foram
tratadas somente com o meio de indugdo e o controle negativo foi considerado como aqueles
pocos em que as células estavam sem os tratamentos, no caso, somente com o meio base.

Ao final do tratamento, o meio que estava nos pogos com as células foi retirado e foi
adicionada uma solu¢do de MTT dissolvido em PBS1X a Smg/mL nos pogos, com periodo de
incubag¢do de 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as particulas insoluveis de
coloragdo roxa, produzidas por células viaveis que metabolizaram o MTT, foram
solubilizadas com 100 pL por pogo de solugdo 10% de duodecil sulfato de sdédio (SDS) e
50% N, N-dimetilformamida. Apés 4 horas de incubagdo e agitagdo, a densidade optica foi
determinada a 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada em todas as condigdes
experimentais em relacdo ao controle (células ndo tratadas), que correspondeu a 100% de

viabilidade.

3.6. Determinacao da capacidade antioxidante dos tratamentos em meio adipogénico

As células da linhagem 3T3-L1 foram cultivadas em garrafas médias e apds atingirem
confluéncia, foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e transferidas para
garrafas pequenas (25 cm?) em uma quantidade de 1x10° células/garrafas. As células foram
tratadas com as fragdes, a quercetina e o etanol, os quais foram diluidos em meio adipogénico
para se obter uma concentra¢do de 10pg/mL. As células que foram tratadas somente com o
meio adipogénico e o com o meio base foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente.

Apo6s 72 horas, os meios em que as células estavam, com seus respectivos tratamentos
foram coletados e armazenados a uma temperatura de -20°C para futuras andlises. Os
métodos correspondentes a capacidade de reducao do ferro (FRAP) e ao sequestro do radical

peroxil (ORAC) foram realizados para verificar a capacidade antioxidante dos tratamentos.
3.6.1. Método da capacidade de reducio do ferro (FRAP)
A capacidade antioxidante total dos meios com e sem os tratamentos foi avaliada pelo

método FRAP. O principio do FRAP consiste na acdo das moléculas antioxidantes presentes

nas amostras na reducio do Fe*" em Fe?" o qual ¢ quelado pelo 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine
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(TPTZ) para formar um complexo Fe**-TPTZ(BENZIE; STRAIN, 1996). As amostras foram
incubadas com o reagente FRAP (10 volumes de 0,3M tampao acetato de sodio, pH 3.6, 1
volume de 10mM TPTZ e 1 volume de 20mM cloreto férrico) a 37°C por 6 minutos. A
absorbancia foi medida a 593 nm. A capacidade antioxidante foi determinada usando uma
curva analitica, construida com o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

(trolox) como padrao.

3.6.2. Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

A andlise da capacidade antioxidante pelo método de absor¢do do radical peroxil
(ORAC) ¢ baseada na inibi¢do da oxidacdo do radical peroxil iniciada por decomposi¢ao
térmica do composto 2,2’-azobis (2-amidino-propano) dihidrocloreto; a fluoresceina ¢
utilizada nesse método como sonda fluorescente ¢ a perda de sua fluorescéncia ¢ avaliada ao
longo do tempo, na auséncia e/ou presenca de antioxidantes (PRIOR et al., 2003). Neste
ensaio, todos os reagentes foram preparados em tampao fosfato a 75 mmol/L, pH 7.4.
Inicialmente, 25 L das amostras foram misturadas a 150 pL de fluoresceina (0,085 nmol/L)
e incubadas a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, foi adicionado 30 pL da solugao
de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) para dar inicio a reagdo. A
intensidade de fluorescéncia (485nm/528nm; excitagdo/emissdo) foi medida em fluorimetro e
foi verificada a cada 1 min e 30 s durante 90 min. A perda de fluorescéncia da fluoresceina
foi medida utilizando o célculo da area sob a curva e a capacidade antioxidante foi
determinada por meio de uma curva analitica construida com Trolox. Todas as andlises foram
feitas em triplicata e os resultados foram expressos como pumol equivalentes de Trolox por

grama de amostra.

3.7. Avaliacoes do Estresse Oxidativo

3.7.1. Medida das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) intracelulares

Foi medido o nivel de espécies reativas de oxigénio intracelular (EROs) utilizando um
corante fluorescente, denominado dicloro-dihidro-fluoresceinadiacetato (DCFH-DA). A

molécula DCFH-DA emite uma fluorescéncia por sofrer alteracdes moleculares pelas
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espécies reativas de oxigénio e esterases presentes dentro das células. Entdo, de acordo com a
intensidade de fluorescéncia pode-se mensurar a quantidade de EROs, de forma proporcional:
quanto maior for a fluorescéncia emitida, maior sera a producdo de EROs intracelulares ou
menor serd a inativacao delas (HEMPEL et al, 1999).

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (1x10* células/poco) com DMEM
baixa glicose 10% de soro fetal bovino, e apds 24 horas, o meio foi retirado e substituido pelo
meio adipogénico com adi¢do dos tratamentos (Q, CFAC, FBF e controles).

A sonda DCFH-DA havia sido dissolvida antes em dimetilsulfoxido (DMSO) em uma
concentracdo de 10 mM. Apds 72 horas do tratamento, as células foram lavadas com PBS
1X, o PBS foi retirado e foi colocada uma solugdo de DCFH-DA diluida em PBS1X com
concentragdo de 10uM por 1 hora.

Durante esse tempo, as placas ficaram na estufa envoltas com papel aluminio. Em
seguida, a intensidade de fluorescéncia (excitagdo/emissdo; 485/528 nm) foi medida
utilizando um fluorimetro. Os valores foram calculados pela intensidade de fluorescéncia em

relacdo ao controle positivo (somente com o meio de diferenciagao).

3.7.2. Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes: SOD, CAT e niveis de GSH

As células da linhagem 3T3-L1 foram cultivadas em garrafas médias (75 cm?) e apos
atingirem confluéncia, foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e transferidas
para garrafas pequenas (25 cm?) em uma quantidade de 1x10° células/garrafas. As células
foram tratadas por 72 horas com as fragdes, a quercetina e o etanol, os quais foram diluidos
em meio adipogénico para se obter uma concentragdo de 10ug/mL. E as células que foram
tratadas somente com o meio adipogénico € o com o meio base foram utilizadas como
controle positivo e negativo, respectivamente.

Para verificar a atividade das enzimas antioxidantes, fez-se necessario lisar as células
e obter o conteudo protéico. Para isso, foi utilizado o kit de extragdo nuclear e citoplasmatica
NE-PER™ da Thermo Fischer Scientific.

As células foram tripsinizadas a 2500 rpm por 5 minutos das garrafas pequenas (25
cm?), transferidas para microtubos, centrifugadas para permitir a remogio do meio e tripsina
e, entdo, lavadas com PBS 1X. Houve outra centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 500uL de reagente de extracdo citoplasmatica I (CER I) para romper a
membrana celular e liberar o conteudo citoplasmatico e também 5 pL de inibidor de protease.

Os microtubos foram vortexados e mantidos no gelo por 10 minutos. Foram adicionados 27,5
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uL do reagente de extragao citoplasmatica II (CER II) gelado em cada tubo. Os microtubos,
entdo, foram vortexados mais uma vez e mantidos no gelo por 1 minuto e depois foram
passados mais uma vez no vortex.

Os microtubos foram centrifugados a 16000xg por 5 minutos, € apos a centrifugagao,

o sobrenadante foi transferido para microtubos novos e gelados e mantidos a -80°C.

3.7.2.1. Atividade de catalase

A atividade de catalase foi medida através da degradagdo do H>O» pela variacdo de
absorbancia a 240nm durante 10 minutos (AEBI, 1984). As amostras foram colocadas em
microplacas e misturadas com tampao fosfato 10mM pH 7 e 0,2% H>0O>. Uma unidade (U) ¢
a quantidade de enzima que utiliza 1 pumoL de substrato por minuto. A atividade da catalase

foi expressa em U/mg de proteina de cada amostra.

3.7.2.2. Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela inibi¢do da autoxidacdo do pyrogallol pelas
enzimas SOD presentes nas amostras de extrato celular. As amostras foram misturadas com
50mM do Tampao Tris-HCI (pH 8,2) contendo 1 mM EDTA (para desativar as enzimas
metal-dependentes, como metaloproteases), 80 U/mL catalase e 24mM de pyrogallol. O
ensaio cinético foi monitorado durante 10 min a 420nm, usando uma curva analitica

construida com SOD como padrao (MARKLUND & MARKLUND, 1964).

3.7.2.3 Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

As proteinas do lisado celular foram precipitadas pelo acido metafosforico e as
amostras foram centrifugadas a 7000xg por 10 min. O sobrenadante foi misturado com
tampao GSH, ph 8,0, que contém fosfato de s6dio 100 mM, EDTA 5 mM e agua para
desativar enzimas dependentes de metal, tais como metaloproteases, e 1 mg/mL de orto-
ftaldeido diluido em metanol. A fluorescéncia foi medida a 350 nm (excitacdo) e 420 nm
(emissao) em fluorimetro. Uma curva analitica construida com GSH como padrao foi usada

para determinar o conteido de GSH (BROWNE & ARMSTRONG, 1998).
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3.8. Atividade antiadipogénica

Apo6s 15 dias de tratamento das células, a atividade antiadipogénica foi mensurada
com o uso do corante Oil Red O, que permite a quantificacdo dos niveis de triglicerideos

presentes nos adipocitos.

3.8.1. Ensaio de quantificacdo com o Oil Red O

Apos os quinze dias de indugdo de diferenciagdo com ou sem os tratamentos, as
células, que haviam sido plaqueadas em uma placa de 24 pogos (3x10%céls/pogo), foram
coradas com o Oil Red O, um corante das goticulas lipidicas. As células foram lavadas com
PBS, fixadas com formaldeido 4% e coradas com uma solugdo do corante Oil Red O 0,2%
em isopropanol por 1 hora. O excesso do corante foi lavado com PBS 1X. As goticulas de
gordura foram dissolvidas com isopropanol absoluto e quantificadas no espectrofotdometro a
510 nm. As absorbancias dos pogos que continham células tratadas apenas com o meio de
diferenciagdo (controle positivo) foram consideradas como 100% de teor relativo de lipidios.
Os resultados foram apresentados como contetido de lipidios relativo de cada grupo

experimental em relagao ao controle positivo.

3.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média = erro padrao. O teste de D’Agostino e
Pearson foi utilizado para verificar a distribuicdo normal das amostras. Foi utilizado testes
para detecgdo de “outliers” no caso de distribui¢do normal. Para detectar diferencas entre os
grupos foi feita uma ANOVA One-way, seguida do pds-teste de Dunnett. Um nivel de
significancia de 5% foi estabelecido. As andlises foram realizadas através do programa

GraphPadPrism versao 8.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

4. RESULTADOS

4.1. Capacidade de diferenciacdo dos adipdcitos

As células 3T3-L1 cresceram de maneira muito satisfatoria no meio DMEM baixa
glicose, enriquecido com 10% de soro fetal bovino. E apds atingirem confluéncia, o meio foi

substituido por meio DMEM baixa glicose 10% de soro fetal bovino, acrescido com 1uM de



20

dexametasona, 0.5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) e 1 pg/mL de insulina, o qual

demonstrou promover a diferenciacao das células 3T3-L1 ou adipogénese, verificada através

da coloragdo Vermelho Nilo/Hoechst. O azul corresponde ao nucleo das células e o verde

fluorescente corresponde as goticulas lipidicas (Figura 2).

Figura 2. Capacidade de diferenciacdo dos pré-adipocitos 3T3-L1 referentes aos controles positivo: meio

adipogénico (A) e negativo: meio base (B).

4.2. Viabilidade Celular

A Tabela 1 mostra os resultados referentes a viabilidade celular dos adipdcitos 3T3-

L1 tratados durante 7 dias com diferentes concentragdes da fragao n-butanol da CFAC,

FBF, Q e etanol (veiculo). Os tratamentos evidenciaram citotoxicidade consideravel nas

maiores concentragdes: 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL, ja que tiveram viabilidade celular menor

que 80%. O veiculo apresentou maior citotoxicidade nas concentracdes de 100, 50 e 25

pg/mL.

Tabela 1. Analise da viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 tratadas com diferentes concentragdes dos

tratamentos
Viabilidade Celular (%)
Concentracdo Etanol Quercetina CFAC FBF
(ng/mL)
1,5625 108,1 £4,0 98,2 6,1 95,3+8,9 101,5+11,8
3,125 106,0 £ 2,4 92,2+9,2 85,6 +6,8 94,8 +4,6
6,25 95,5 + 4,3 82,8+3,5 81,2+5,1 83,9+11,3
12,5 89,9+ 2,14 71,9 £4,0 72,3+6,5 59,6 £9,7
25 78,3 +4,5 52,4 +3,4 63,5+5,5 16,2+ 11,3
50 58,3+79 35,4 +3,4 46,3 +8,1 16,6 +13,2
100 8,6 £4,0 3,3+0,3 11,6 £1,2 3,8+0,4
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Valores expressos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle (sem tratamento). Valores
expressos como média + erro padréo. Nota: CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora; FBF:

fracdo n-butanol das folhas de B. forficata.

Considerando que as concentracdes abaixo de 12,5ug/mL ndo se mostraram ser
citotoxicas, um ensaio de viabilidade celular (ensaio de MTT) foi feito adicionalmente para a
concentracdo de 10ug/mL nas células 3T3-L1. Foram tratadas com Q, CFAC e FBF durante
72h. O etanol nao foi incluso, pois no primeiro ensaio sua citotoxicidade foi somente nas
primeiras concentragdes. Os resultados revelaram que a concentracdo de 10pg/mL ndo

demonstrou ser citotdxica e foi adotada para os proéximos ensaios/experimentos (Figura 3).
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Figura 3. Anaélise da viabilidade celular da linhagem 3T3-L1 tratada por 72h com a concentragdo de 10 pg/mL
dos tratamentos (Q, CFAC e FBF). Valores expressos em porcentagem de células viaveis em relagao ao controle
(sem tratamento). Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-butanol
da casca do fruto de 4. crassiflora; FBF: fracdo n-butanol das folhas de B. forficata. *: apresentam diferenca

significativa (p < 0,05).
4.3. Avaliacao da capacidade antioxidante dos tratamentos em meio adipogénico

Ap6s trés dias de tratamento, o meio com ou sem os tratamentos foi coletado das
garrafas em que as células estavam. Os tratamentos (CFAC, FBF e Q, etanol) foram
colocados no meio em uma concentragcdo de 10 pg/mL. O tempo foi definido considerando
que o meio era trocado a cada 72 horas.

Pelo método de reducdo do ferro (FRAP), a Quercetina apresentou um aumento na

capacidade antioxidante em meio adipogénico em relacdo ao controle. Por outro lado, as
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capacidades antioxidantes das fragdes n-butanol tanto da casca do fruto de Annona

crassiflora quanto das folhas de Bauhinia forficata se assemelharam ao controle (Figura 4).
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Figura 4. Andlise da capacidade antioxidante das fragdes n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora e das
folhas de B. forficata, do meio adipogénico e da quercetina pelo método FRAP. Valores expressos em pmol de
equivalentes de trolox por grama de amostra. Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Controle:
meio adipogénico; Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora; FBF: fragdo n-

butanol das folhas de B. forficata. *: apresentam diferenga significativa (p < 0,05).

O controle utilizado corresponde ao meio adipogénico sem os tratamentos (CFAC,
FBF, Q e etanol). O meio adipogénico ou meio de inducao (MDI) utilizado ¢ obtido a partir
do meio comum (DMEM baixa glicose, 10% soro fetal bovino) com o acréscimo dos
indutores de adipogénese (IBMX, dexametasona e insulina).

Pelo método ORAC, as amostras apresentaram uma tendéncia de aumento da
capacidade antioxidante, os meios que continham a Quercetina e CFAC tiveram um aumento

significativo da capacidade antioxidante por esse método (Figura 5).
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Figura 5. Andlise da capacidade antioxidante das fragdes n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora e das
folhas de B. forficata, do meio adipogénico e da quercetina pelo método ORAC. Valores expressos em pmol de
equivalentes de trolox por grama de amostra. Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Controle:
meio adipogénico; Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora; FBF: fragdo n-
butanol de B. forficata. *: apresentam diferenga significativa (p < 0,05); **: apresentam diferenga significativa

(p < 0,005).

4.4. Avaliacao do efeito das fracoes n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora e das

folhas de B. forficata nas espécies reativas de oxigénio

Os resultados encontrados revelaram que nao houve reducao significativa das espécies
reativas de oxigénio intracelulares apos 72 horas com os tratamentos referentes a CFAC e
FBF comparados ao controle em uma concentracdo de 10 pg/mL. J& o tratamento com
quercetina reduziu significativamente as EROs intracelulares nessa mesma concentragao

(Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo da produgdo de EROs intracelulares utilizando a sonda DCFH-DA. Valores expressos em
intensidade de fluorescéncia. Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Controle: meio adipogénico;
Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora; FBF: fracdo n-butanol de B.

orficata. *: apresentam diferencga significativa (p < 0,05).
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4.5. Avaliacao do efeito das fracoes n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora e das

folhas de B. forficata na atividade de enzimas antioxidantes

4.5.1. Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase reduziu de maneira significativa em todos os

tratamentos, mas aumentou de modo significativo na presenca de etanol (Figura 7).
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Figura 7. Determinacdo da atividade da catalase. Valores expressos em unidade/miligrama de proteina. Valores
expressos como média £ erro padrdo. Nota: Controle: meio adipogénico; Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-
butanol da casca do fruto de 4. crassiflora; FBF: fracdo n-butanol de B. forficata. ***: apresentam diferenca

significativa (p < 0,001); ****: apresentam diferenca significativa (p < 0,0001).

4.5.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD aumentou de forma significativa nas células que tinham sido
tratadas com a fracdo n-butanol da CFAC ¢ etanol. Porém, os outros tratamentos nao tiveram

diferengas em relagdo ao controle.
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Figura 8. Determinacdo da atividade da superoxido dismutase. Valores expressos em SOD/miligrama de
proteina. Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Controle: meio adipogénico; Q: Quercetina;
CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de A. crassiflora; FBF: fracdo n-butanol de B. forficata. *:

apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

4.5.3. Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

As células tratadas com Q e com as fracdes n-butanol de CFAC e FBF nao
apresentaram diferencas significativas em seus niveis de GSH em relagdo ao controle (Figura

9).
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Figura 9. Determinagdo da atividade da GSH. Valores expressos em nanomol/miligrama de proteina. Valores
expressos como média £ erro padrdo. Nota: Controle: meio adipogénico; Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-
butanol da casca do fruto de 4. crassiflora; FBF: fragdao n-butanol de B. forficata. Nao apresentam diferencgas

significativas (P > 0,05).
4.6. Efeito antiadipogénico dos CFAC, FBF e Q

4.6.1. Coloracao Oil Red O

Para investigar o efeito antiadipogénico das fragdes, os pré-adipocitos 3T3-L1 foram
induzidos a diferenciar com o meio de indugdo na presenca ou auséncia dos extratos, em uma
concentracdo de 10 ug/mL e as células foram coradas com uma solugdo de Oil Red O 0,2%.
Os resultados mostraram que o acumulo de lipidios intracelulares foi reduzido apods o
tratamento com a quercetina em comparagdo ao grupo ndo tratado. Em contrapartida, as
fragdes n-butanol CFAC e FBF nao demonstraram reduzir efetivamente o conteudo de
lipidios intracelulares, ou seja, ndo exerceram um efeito antiadipogénico significativo em

compara¢do com o controle (Figura 10).



27

Y
A
T

-
(=3
T

3]
T

Teor relativo de lipidios (%)

o
l

| 1
Controle Q CFAC FBF

Figura 10. Analise da capacidade antiadipogénica das fragcdes n-butanol da casca do fruto de 4. crassiflora e
das folhas de B. forficata, do meio adipogénico e da quercetina pela Coloragdo Oil Red O. Valores expressos em
porcentagem, teor relativo de lipidios (%). Valores expressos como média = erro padrdo. Nota: Controle: células
tratadas com o meio adipogénico; Q: Quercetina; CFAC: fragdo n-butanol da casca do fruto de 4. crassiflora;

FBF: fragdo n-butanol das folhas de B. forficata. *: apresentam diferenga significativa (p < 0,05).

5 DISCUSSAO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) tém um papel crucial na obesidade, devido a
sua participag¢do na regulagdo positiva dos fatores de transcri¢do adipogénicos, isso leva a um
aumento na proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipocitos (LEE et al.,, 2009). As EROs
também levam a uma diminui¢cdo progressiva da expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes (SAVINI et al., 2013).

Ja se tem conhecimento que varios compostos presentes em plantas sao conhecidos
por serem antioxidantes naturais, podendo neutralizar ou inibir a formag¢do de EROs
(BARROS et al, 2009). A Annona crassiflora Mart, conhecida popularmente como
“araticum”, ¢ um membro da familia Annonaceac encontrada no Cerrado brasileiro.
(ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987). A casca do fruto de Annona crassiflora ¢ rica em
antioxidantes, possui um sabor adstringente devido ao alto teor de compostos fendlicos
(ROESLER et al., 2007).

Sabe-se que a particdo n-butanol da casca do araticum possui uma tremenda
atividade antioxidante, verificada por diversos métodos como ORAC, FRAP e DPPH, e
isso pode ser atribuido a sua diversidade de biomoléculas como: 4cido gluconico, acido

quinico, acido malico, 4cido citrico, acido clorogénico, cafeoil-glicosideo, (epi)catequina,
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procianidina B2 e feruloil-galactosideo. A particdo n-butanol ¢ muito promissora no
isolamento de compostos bioativos da classe dos flavonoides, e essas substancias possuem
diversas fungdes benéficas sobre a satide humana (JUSTINO, 2016).

Sabe-se que o acido clorogénico, o cafeoil-glicosideo, a (epi)catequina, o feruloil-
galactosideo e as procianidinas B2 ¢ C1 tém propriedades de eliminacao de radicais livres
(YAGI; OHISHI, 1979; COS et al., 2003; GU et al., 2006; WU, 2007; GAO et al., 2011).

Outra planta com diversidade de compostos € a Bauhinia forficata Link, e tem-se
conhecimento que dentre as fracdes obtidas das folhas, a fragdo n-butanol ¢ uma das que
mais se destacam por apresentar uma boa capacidade antioxidante comprovada por
diversos métodos como FRAP, ORAC e DPPH, devido a presenga de determinadas
moléculas, como acido gélico, varios derivados da molécula de quercetina, epicatequina,
luteolina-7-O-rutinosideo, luteolinadi-O-glicosideo, o kaempferol-3,7-dirhamnosideo,
entre outros (ALVES, 2018).

Neste trabalho, a fragdo n-butanol foi escolhida para testar nas células por possuir
uma grande capacidade de concentrar fitoquimicos das plantas e o veiculo usado foi
escolhido porque tornava possivel que a fracdo fosse dissolvida por completo (JUSTINO,
2016; ALVES, 2018).

Portanto, foi avaliada a capacidade antioxidante das fracdes n-butanol das folhas de
B. forficata e das cascas do fruto de A. crassiflora no meio utilizado nas células, para
verificar se no meio teriam capacidade de desempenhar uma acdo antioxidante suficiente
para promover efeitos significativos e em uma concentracdo que ndo fosse citotoxica.

Os resultados encontrados revelam que as fragcdes foram citotdxicas nas maiores
concentragdes utilizadas. Como forma de contornar a toxicidade causada pelo veiculo,
seria interessante testar outros reagentes que mantenham as células vidveis, e assim,
possibilitem a utilizagdo de concentragdes maiores das fracdes para analisar melhor os
efeitos delas nas células.

Ao que diz respeito a capacidade antioxidante das fragdes utilizadas, os resultados
mostraram que as fracdes n-butanol das folhas de pata-de-vaca e das cascas do araticum em
meio adipogénico ndo demonstraram capacidade antioxidante significativa pelos métodos
FRAP e ORAC na concentragdo e tempo de tratamento utilizados.

Quanto a analise das EROs intracelulares, a molécula DCFH-DA foi utilizada. A
molécula ¢ permeavel as células e, apos entrar, ¢ clivada pelas esterases intracelulares para
uma forma ainda ndo fluorescente chamada de 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina (DCFH), a

qual ¢ oxidada em uma molécula fluorescente denominada 2',7'-dichlorofluoresceina (DCF)
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por diversas espécies reativas de oxigénio (HEMPEL et al, 1999). Os resultados obtidos pela
utilizagdo da DCFH-DA revelaram que ndo houve redugdo significativa das EROs
intracelulares ap6s 72 horas com os tratamentos referentes 8 CFAC e FBF comparados ao
controle em uma concentragdo de 10 pg/mL. Seria pertinente que em estudos futuros que
houvesse um aumento no tempo de tratamento para que as fragdes € a quercetina pudessem
ter uma atuagdo mais prolongada e até mesmo possibilitar um efeito diferente nas células.

Nesses mesmos métodos (ORAC, FRAP e ensaio com DCFH-DA), somente o meio
adipogénico em conjunto com a quercetina desempenhou uma agdo antioxidante significativa
utilizando o controle (somente meio adipogénico) como comparativo. O fato de a quercetina
ter tido maior efeito em reduzir a produg@o ou quantidade de EROs pode ser ligado ao fato de
ela ser um flavonoide com efeitos de eliminacdo de radicais livres (METODIEWA et al.,
1999). Também tem capacidade de aumentar o potencial antioxidante celular pela via Nrf2,
aumentando assim a atividade das enzimas antioxidantes (LI et al, 2016). O padrdo de
ativagdo de fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) ¢ a translocacdo do citoplasma para o nicleo. A
principal fung¢do do Nrf2 ¢é ativar a resposta antioxidante e induzir a transcri¢do de uma ampla
gama de genes capazes de neutralizar os efeitos nocivos do estresse oxidativo, restaurando
assim a homeostase intracelular (YAN et al, 2007).

Até entdo, somente com o ensaio de DCFH-DA, a capacidade antioxidante dos
tratamentos utilizados no estudo pode ser atribuida aos compostos presentes nas fracdes que
possivelmente estdo promovendo um aumento de atividade ou expressdo de enzimas
antioxidantes (LU et al., 2010).

A enzima antioxidante superoxido dismutase converte cataliticamente o radical
superdxido (O2™) gerado através do metabolismo ou reagdes nas células em perdxido de
hidrogénio (H20:) e oxigénio molecular ((GHODARO & AKINLOYE, 2017). De acordo
com os resultados obtidos, somente a fracdo n-butanol correspondente as cascas do araticum
promoveu um aumento significativo na atividade dessa enzima.

Com a atuagao da SOD, o H>O» ¢ formado e se acumulado ¢ toxico para tecidos ou
células. A fim de evitar esse acimulo, a catalase (outra enzima antioxidante), abundante nos
peroxissomas, decompde o HxO» em 4gua e oxigénio molecular, reduzindo,
consequentemente, os danos induzidos pelas EROs (IGHODARO & AKINLOYE, 2017).
Porém, os resultados encontrados mostraram que a atividade da enzima catalase reduziu em
todos os tratamentos em relagao ao controle.

A catalase estd ausente nas mitocondrias, entdo o H>O> € usado como substrato pela

glutationa peroxidase para oxidar a glutationa reduzida (GSH), formando GSSG e agua. A
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diminui¢do de GSH ¢ considerada um marcador de estresse oxidativo, ja que ela ¢ utilizada
na decomposi¢io do H,O, (DIAZ-FLORES et al, 2012). Porém, quando as células foram
tratadas durante 72 horas com as fragdes das plantas e com a quercetina ndo houve alteragdes
significativas de GSH em relag@o ao controle.

Como nao houve um aumento significativo da atividade da SOD, CAT e GSH de
forma geral, entdo o efeito de reducdo das EROs nao podde ser justificado pela agdo das
enzimas antioxidantes.

Provavelmente, as regulacdes negativas das enzimas antioxidantes podem ser devido
a um desequilibrio redox gerado por moléculas antioxidantes presentes nas fragdes n-butanol
de CFAC e FCF e pela Q, onde as enzimas tiveram sua expressao, € consequentemente, suas
atividades alteradas. Pois, apesar das espécies reativas de oxigénio serem vistas como algo
prejudicial, elas t€ém extrema importancia para a célula, j& que promovem uma homeostase
redox que se baseia na indugao de cascatas de sinais redox-sensiveis, as quais podem levar a
um aumento da expressdo de enzimas antioxidantes (DROGE, 2002).

Entdo, o potencial antioxidante dos tratamentos nas células se da por meio de um
mecanismo que ndo envolve a SOD, a CAT e a GSH. Provavelmente se da por meio de
outras enzimas antioxidantes ou pelas moléculas presentes nos tratamentos. A quercetina e
muitas das moléculas encontradas nas fragdes n-butanol sdo flavonoides que podem doar
hidrogénio ou elétrons para formar radicais intermedidrios estdveis. Também inibem as
enzimas envolvidas na gera¢ao de EROs e o dano oxidativo (FERGUSON, 2001; KUMAR &
PANDEY, 2013).

Como foi dito anteriormente, as EROs tem participa¢do na regula¢do positiva dos
fatores de transcri¢do adipogénicos, isso leva a um aumento na diferenciacdo de pré-
adipocitos em adipdeitos maduros (adipogénese), além de aumentar a proliferacao das células
(LEE et al, 2009). Possivelmente, o fato de a quercetina ter promovido uma redugdo das
EROs intracelulares, permitiu que houvesse uma diminuicdo dos fatores de transcricao
adipogénicos e proteinas adipogénicas, no geral, como: PPARy, C/EBPa, C/EBPJ, C/EBP9,
SREBPIc, entre outros. E preciso que mais estudos sejam realizados para verificar a
expressdo génica e protéica desses fatores, assim, haverd comprovacao de que realmente esse
seja o mecanismo responsavel pelo efeito antiadipogénico.

De modo geral, a quercetina, que ¢ um flavonoide isolado, apresentou ter efeitos
maiores ¢ mais significativos em relacao as fragdes CFAC e FBF diante das condigdes
avaliadas. Entretanto, vale ressaltar que uma planta pode conter centenas de metabolitos

secundarios, os quais podem gerar algum efeito em conjunto ou ndo, € nem todos os



31

compostos presentes sdo isolados e estudados para verificar tal efeito. A andlise de
substancias ativas pode ser muito mais complexa e longa, ja que geralmente os compostos
presentes em menor propor¢do nas plantas sdo os que apresentam melhores efeitos bioldgicos
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Portanto, foi necessario que as analises dos efeitos das fragdes fossem feitas
previamente, para somente depois, verificar o efeito das substancias puras. Desse modo, sera
possivel predizer se o principal componente quimico responsavel pela atividade biologica foi

realmente determinado (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

6. CONCLUSAO

Podemos concluir que as fragdes n-butanol das cascas do araticum e das folhas de
pata-de-vaca nas condi¢des (tempo e concentragdo) que foram administradas, de um modo
geral, ndo desempenharam efeitos significativos na capacidade antioxidante, na reducdo de
EROs e, consequentemente, na adipogénese.

Por outro lado, o tratamento com quercetina foi muito promissor para um possivel
tratamento antiobesidade por possuir uma significante capacidade antioxidante capaz de

reduzir as EROs e levar a reducdo de lipidios intracelulares, ou seja, reduzir a adipogénese.
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