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RESUMO

A esteatose hepatica ¢ caracterizada pelo acimulo de triacilglicerdis nos hepatocitos e ¢ o
mais proeminente estagio da doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD),
cuja progressdo esta estritamente relacionada ao estresse oxidativo. Compostos bioativos
encontrados em plantas nativas do Cerrado brasileiro representam uma vasta fonte de recursos
terapéuticos uteis para o tratamento da doenga. Portanto, este trabalho objetivou avaliar o
efeito do extrato aquoso das folhas de Hancornia speciosa Gomes (EAM) sobre um modelo
in vitro de esteatose hepatica. O extrato foi obtido por infusdo das folhas em banho-maria a
72°C por 10min e sua capacidade antioxidante determinada pelo método ORAC foi de
260,04+65,76uM equivalentes de Trolox/g. O efeito do extrato sobre a viabilidade de células
HepG2 foi avaliado pelo método MTT em 12, 24 e 48h, e somente a concentracdo de
1000pg/mL em 48h foi capaz de reduzi-la abaixo de 70%. A esteatose em células HepG2 foi
induzida pela incubacdo com os acidos oleico:palmitico (2:1) a 1mM e avaliada
qualitativamente ao microscopio apds coincubag¢do com 50 e 100pug/mL do EAM por 24h e
posterior coloragdo com Oil Red. Nao foram observadas diferengas na presenga de goticulas
lipidicas em ambos os tratamentos com extrato. O dano hepatocelular foi determinado pelos
niveis de aminotransferases no sobrenadante da cultura com redugdes significativas de alanina
aminotransferase(ALT), promovidas pela incubagdo com extrato a 50 e 100pg/mL nas células
com esteatose. Apesar de ndo ter alterado o contetdo lipidico intracelular, a alta capacidade
antioxidante e o efeito redutor dos niveis de ALT suportam a necessidade de novos estudos
para validagdo do potencial terapéutico das folhas da mangabeira na MAFLD.

Palavras-chave: MAFLD. Mangaba. Capacidade antioxidante. Acidos graxos. Células HepG2.



ABSTRACT

Hepatic steatosis is characterized by the accumulation of triacylglycerols in hepatocytes and
is the most prominent stage of metabolic associated fatty liver disease (MAFLD), whose
progression is strictly related to oxidative stress. Bioactive compounds found in native plants
from the Brazilian Cerrado represent a vast source of therapeutic resources useful for the
treatment of the disease. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of the aqueous
extract of the leaves of Hancornia speciosa Gomes (EAM) on an in vitro model of hepatic
steatosis. The extract was obtained by infusion of the dried leaves in water bath at 72°C for
10 minutes and its antioxidant capacity determined by the ORAC method was 260.04+65.76
uM equivalent of Trolox/g. The effect of the extract on the of HepG2 cells viability was
evaluated by the MTT method at 12, 24 and 48h, and only the concentration of 1000 ug/mL at
48h was able to reduce it below 70%. Steatosis in HepG2 cells was induced by incubation
with oleic: palmitic acids (2:1) at ImM and qualitatively evaluated under microscope after
coincubation with 50 and 100 ug/mL of EAM for 24h and subsequent Oil Red staining. No
differences were observed in the presence of lipid droplets in both treatments with the extract.
Hepatocellular damage was determined by the levels of aminotransferases in the culture
supernatant with relevant reductions in alanine aminotransferase (ALT), promoted by
incubation with the extract at 50 and 100 ug/mL in cells with steatosis. Although it has not
altered the intracellular lipid content, a high antioxidant capacity and the reducing effect of
ALT levels support the need for further studies to validate the therapeutic potential of
mangabeira leaves in MAFLD.

Keywords: MAFLD. Mangaba. Antioxidant capacity. Fatty acids. HepG2 cells.

Effect of the aqueous extract of Hancornia speciosa Gomes leaves on liver steatosis, an in

vitro evaluation
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1 INTRODUCAO

A esteatose hepatica faz parte de um amplo espectro de condigdes decorrentes de um
disturbio metabolico multissistémico, conhecido como doenga hepatica gordurosa associada
ao metabolismo (MAFLD), que abrange também a esteato-hepatite, fibrose e cirrose. A
esteatose ¢ o estagio mais brando da doenca e pode ser induzida em modelos hepaticos in
vitro através da captagdo de acidos graxos livres. Atualmente, a MAFLD ¢ a mais comum das
doengas cronicas do figado, atingindo mais de um quarto da populacdo adulta mundial e, no
entanto, ainda ndo possui tratamento farmacoldgico aprovado. Além disso, estd ainda
associada a sindrome metabolica e seus componentes individuais: diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemia, obesidade e hipertensao arterial (MIKOLASEVIC et al., 2016).

Bioquimicamente, a MAFLD ¢ a decorréncia de um desequilibrio entre a obtencdo de
acidos graxos, pela captagao e sintese de novo, € mecanismos de remog¢ao através da oxidagao
e secrecdo em lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (FERRAMOSCA; DI
GIACOMO; ZARA, 2017). Quando o influxo lipidico e a lipogénese excedem o metabolismo
e exportagdo, o excesso de lipidios se acumula no citoplasma de células hepaticas em
goticulas lipidicas (ALBHAISI; SANYAL, 2018). Diversas linhas de evidéncia indicam a
estrita associagdo da resisténcia a insulina (RI) ao acumulo de lipidios nos hepatdcitos. Na RI,
0 hormonio falha em suprimir a lipdlise no tecido adiposo, aumentando o efluxo de 4cidos
graxos € a consequente captagdo pelo figado. Além disso, a hiperinsulinemia e a
hiperglicemia decorrentes da RI promovem nos hepatdcitos a lipogénese de novo através da
regulacdo positiva de fatores de transcricdo e o acumulo de triacilglicerois pela redugdo na
expressdo da apolipoproteina B (ApoB), constituinte das VLDL exportadas pelo figado
(VAZQUEZ et al., 2008; ANGULO, 2002). Assim, quando estabelecida a esteatose, diversos
fatores subjacentes, especialmente o estresse oxidativo, sdo responsaveis pela progressao da
doenca.

O estresse oxidativo ¢ um dos mediadores predominantes do dano hepatico e tem
papel central na progressio da MAFLD (SUMIDA et al., 2013). O estresse oxidativo ¢
caraterizado por um desequilibrio entre a formacdo excessiva de espécies reativas € a
eficiéncia dos mecanismos antioxidantes (HALLIWELL, 2007), levando a ocorréncia de
efeitos deletérios que afetam a estrutura e funcdo de biomoléculas e consequentemente a
homeostase celular. Com a sobrecarga de lipidios, as vias de oxidacdo sdo estimuladas e

ocorre um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais levam a
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peroxidagdo lipidica, que por sua vez, acarreta no processo inflamatdrio pela ativagdo de
citocinas e na fibrogénese pela ativacdo de células estreladas do figado (LEONARDUZZI et
al., 1997; ANGULO et al., 2015). Além disso, a disfun¢ao mitocondrial e deficiéncias em
enzimas da [-oxidacdo peroxissomal sdao comuns em pacientes com MAFLD e sao
consideradas fatores importantes na evolucdo da esteatose hepatica para esteato-hepatite,
fibrose e cirrose (FAN et al., 1998).

Dada sua relevancia no espectro da MAFLD, o estresse oxidativo constitui um alvo
em potencial para o tratamento da doenga. Diversos estudos demonstram a capacidade de
algumas classes de antioxidantes na regulacdo de mecanismos envolvidos na progressdo da
MAFLD e, portanto, dietas ricas nestes compostos t€ém sido propostas como agentes
terap€uticos para a esteatose hepatica (CAI et al., 2010; HSU, YEN, 2007). Moléculas
antioxidantes sdo parte essencial do metabolismo secundario de plantas e por isso diversas
frutas e vegetais tém sido utilizadas como alimentos funcionais na preven¢do de doencas
cronicas.

Nesse contexto, o Cerrado brasileiro representa uma vasta fonte de recursos naturais
uteis a saude humana, incluindo uma imensidade de plantas conhecidas por suas propriedades
terapéuticas. Apontado como um hotspot global de biodiversidade, o Cerrado ¢ o segundo
maior bioma da América do Sul e abriga mais de 11 mil espécies vegetais nativas (BRASIL,
2018). Muitas dessas plantas sdo vastamente aplicadas pela cultura popular ¢ medicina
tradicional no tratamento e prevengdo de diversas desordens, como inflamacdo, doencas
gastrointestinais, neurodegenerativas, metabolicas e cancer. Entretanto, a composi¢cdo quimica
e as propriedades bioquimicas que lhes conferem tais propriedades nao sdo totalmente
elucidadas e necessitam de maiores investigagoes.

Em meio a essa diversidade de plantas medicinais, € possivel destacar a mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes), arvore frutifera pertencente a familia Apocynaceae e que se
distribui por quase todo o pais, abrangendo as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste. Algumas de suas partes sdo frequentemente aplicadas na medicina popular, como as
folhas, que possuem propriedades anti-hiperlipidémicas e antidiabéticas e cujo cha ¢ muito

difundido para tratamento de inflamagdes (PEREIRA, 2012).

1.1 Doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo

A MAFLD, anteriormente denominada doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica

(NAFLD), ¢ compreendida como a manifestacdo hepatica de um distarbio multissistémico,
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com causas, progressdo e apresentagdo heterogéneas (BYRNE, TARGHER, 2015). A doenga
esté estritamente associada a condi¢gdes como obesidade, dislipidemias e resisténcia a insulina,
e por isso ¢ geralmente considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabolica
(YOSHIOKA et al., 2020).

Os termos NAFLD e esteato-hepatite (NASH) foram primeiramente cunhados por
Ludwig et al. (1980) para descrever achados histologicos semelhantes a hepatite alcodlica,
como hepatomegalia e hepatite-lobular em pacientes prevalentemente obesos e sem historico
de ingestao de alcool. Desde entdo, a NAFLD tem sido reconhecida como um amplo espectro
de condi¢des que incluem a esteatose, esteato-hepatite, fibrose e cirrose, na auséncia de
consumo significativo ou recente de alcool e com potencial progressdo para carcinoma
hepatocelular (EASL-EASD-EASO, 2016).

No entanto, devido a heterogeneidade fenotipica e a imprecisdo de terminologias e
defini¢cdes envolvidas na NAFLD, uma reformula¢do de sua nomenclatura se fez necessaria.
Diante disso, o acronimo MAFLD foi recentemente proposto por um consenso internacional
de pesquisadores para o melhor entendimento e elaboracdo da pesquisa médica e de
abordagens clinicas (ESLAM et al, 2020).

Embora a patogénese da MAFLD ndo seja ainda totalmente compreendida, diversas
hipdteses atribuem a esteatose o primeiro € mais proeminente estagio para o desenvolvimento
da doenca (CHALASANI et al., 2018). A esteatose hepatica, popularmente conhecida como
figado gorduroso, ¢ caracterizada pela retencao de lipidios nos hepatdcitos, principalmente na
forma de triacilglicer6is (TAG), em quantidade superior a 5% do peso liquido das células e
esta presente em 100% dos casos de MAFLD. Ainda que seja o Unico estagio reversivel, um
quarto dos casos de esteatose se desenvolve para NASH, e destes, mais de um quarto

progridem para fibrose severa (HU et al., 2018).

Figura 1 — Espectro de condi¢des que constituem a doenga hepatica gordurosa associada ao
metabolismo (MAFLD). Progressao esquematica da MAFLD (A). Secdes histologicas representando o figado
normal, esteatose, esteato-hepatite e cirrose (B). CV, veia central; PT, triade portal (veia porta, artéria hepatica e
ducto biliar).
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Fonte: Traduzido de COHEN, HORTON, HOBBS, 2011.

O actimulo de TAG ¢ resultado de alteragdes no metabolismo lipidico intra e extra-
hepatico decorrentes principalmente da resisténcia a insulina (RI), que € o principal fator de
risco da MAFLD (MARCHESINI et al., 1999) (Figura 2). TAG sao gerados a partir de acidos
graxos livres (AGL) e suas principais fontes sdo o processo de lipdlise do tecido adiposo, a
sintese intracelular de novo e os lipidios da dieta, que sdo captados pelo figado na forma de
quilomicrons. Nos hepatécitos, os AGL podem ser oxidados, principalmente na B-oxidagao
mitocondrial ou esterificados na sintese de TAG, para o armazenamento em goticulas ou para
a exportagdo associados a apolipoproteina B (ApoB) na forma de VLDL (LEONARDO;
LORIA, 2002).

A RI ¢ identificada como uma resposta biologica prejudicada a estimulagdo pela
insulina dos tecidos-alvo, principalmente figado, muasculo e tecido adiposo. Com a disposicao

de glicose comprometida, ocorre um aumento compensatorio de sua producdo intracelular e a
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consequente produgdo adicional de insulina nas células beta pancreaticas, levando aos estados
de hiperglicemia e hiperinsulinemia. Diversas linhas de evidéncia indicam que a RI ¢ seletiva
e ndo afeta a sintese de lipidios do mesmo modo que afeta o metabolismo de carboidratos
(LEITE et al., 2014). De fato, a hiperinsulinemia e¢ a hiperglicemia decorrentes da RI
promovem nos hepatdcitos a lipogénese de novo através da regulagdo positiva de fatores de
transcrigdo como o fator de transcrigdo 1 de ligacdo ao elemento regulador de esterol
(SREBP-Ic) e a proteina de ligagdo do elemento resposta de carboidrato (ChREBP)
(BROWNING, HORTON, 2004). No tecido adiposo, a RI leva a uma deficiéncia na inibicao
da lipolise, com o consequente aumento do efluxo de AGL para o figado. A RI ainda promove
a disfuncdo do tecido adiposo levando a produgdo e secrecdo aumentada de adipocinas e
citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6
(IL-6) (MILIC, LULIC, STIMAC, 2014). Além disso, a RI ainda contribui para o acamulo de
TAG nos hepatdcitos pela reducdo na expressdo da ApoB, impedindo sua exportagdo para o
tecido adiposo na forma de VLDL (VAZQUEZ et al., 2008; ANGULO, 2002).

Diante do papel central da esteatose hepatica, Day e Jones (1998) propuseram
inicialmente o modelo dos “dois Aits” para elucidar o mecanismo etiopatogénico da MAFLD.
Nessa hipotese, o acimulo citoplasmatico de TAG resultante da RI constitui o “primeiro hit”.
Ainda que reversivel, a esteatose representa um estado vulneravel para o desenvolvimento do
“segundo Ahit’, que se caracteriza principalmente pelo estresse oxidativo ao desempenhar um
papel central na progressao da doenga através da inducdo de processos inflamatorios e necrose
celular.

No entanto, apesar da relevancia de ambos os fatores no desenvolvimento da MAFLD,
o modelo dos “dois hits” se tornou simplista diante da complexidade de mecanismos
envolvidos nos diversos fenotipos da doenca. Logo, a compreensdo atual sobre a
etiopatogénese da MAFLD envolve a hipotese de “multiplos Aits” (KUPCOVA et al, 2019).
Tais hits consistem em uma a¢do conjunta de fatores variados em individuos geneticamente
predispostos, como aspectos nutricionais € epigenéticos, intermediarios inflamatorios,
hormdnios secretados do tecido adiposo e a microbiota intestinal (MARCHISELLO et al.,
2019; BUZZETTI, PINZANI, TSOCHATZIS, 2016).

Figura 2 — Fatores relacionados a patogénese e progressdo da doenca hepatica gordurosa associada ao
metabolismo. AGL, acidos graxos livres; ApoB, Apolipoproteina B; DMT?2, diabetes melittus tipo 2; ERO,
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espécies reativas de oxigénio; TAG, triacilglicerdis, VLDL, lipoproteinas de densidade muito baixa
Obesidade, DMT2, Predisposicao genética, etc
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Fonte: Elaborado pelo autor

A exclusdo do consumo significativo de alcool (10 a 20 g de etanol por dia), de
infecgdes virais ou do uso de drogas ndo € mais um pré-requisito para a caracterizacdo da
MAFLD, como era anteriormente para a definicdo da NAFLD (SINGAL et al., 2018; ESLAM
et al., 2020). Com base na aceitacdo de que a MAFLD pode comumente coexistir com outras
condicdes, seu diagnodstico € determinado pela observacdo de anormalidades associadas ao
metabolismo. O critério primario para o diagndstico positivo da MAFLD ¢ a deteccdo de
esteatose hepatica, dada por evidéncias histologicas (bidpsia), de imagem ou por
biomarcadores hepdaticos. Além deste parametro, deve-se observar pelo menos um dos
seguintes critérios na saude do paciente: sobrepeso/obesidade, diabetes melittus tipo 2 ou
evidéncia de desregulagao metabodlica, definida por parametros como altos niveis séricos de
colesterol e pressao arterial elevada (ESLAM, SANYAL, GEORGE, 2020).

A maioria dos individuos com MAFLD sao clinicamente assintomaticos nos estagios
iniciais da doenga, o que pode dificultar seu diagndstico precoce (KUPCOVA et al., 2019). O

padrdo ouro para a determinacao da doenga e inico método capaz de determinar a gravidade
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do dano hepatico ¢ a biopsia do figado, que por ser um procedimento invasivo, ndo ¢ um
exame rotineiramente solicitado (NEWSOME et al., 2020). Exames de imagem, como a
ultrassonografia, sdo recomendados na primeira linha de diagnostico, mas também
apresentam limitagdes como custo e em certos procedimentos, a impossibilidade de deteccao
da esteatose abaixo de 20% (ZHOU et al., 2019). Assim, testes alternativos para o diagnostico
ndo invasivo da MAFLD s3o baseados na avaliacdo dos niveis de biomarcadores de dano
hepatico, como alanina e aspartato aminotransferases (ALT e AST), que estdio comumente
elevadas no fendtipo da doengca (BORLAK, CHOUGULE, SINGH, 2014).

A incidéncia da MAFLD tem crescido constantemente ao longo dos anos e estima-se
que ela ultrapasse 25% da populagdo adulta mundial. Apesar de frequente em todos os
continentes, sua segunda maior taxa de prevaléncia foi encontrada na América do Sul, em
31% da populacao, dos quais o Brasil ¢ grande contribuinte (YOUNOSSI et al., 2016). Em
estudo realizado com uma populacdo brasileira de meia-idade, Karnikowski et al. (2007)
apontou que um ter¢o dos observados expressavam o fendtipo da doenca, indicando que sua
prevaléncia no pais ¢ consideravelmente maior que a estimada em estudos precedentes.
Ademais, em proje¢do para o ano de 2030, estima-se que a abrangéncia da MAFLD seja de
100,9 milhdes de pessoas, correspondentes a um aumento de 21% em relagao a 2015 (ESTES
etal., 2017).

Atualmente, a MAFLD ¢ a mais comum das doengas cronicas do figado e se propaga
paralelamente a incidéncia da obesidade. Sua alta prevaléncia tem sido influenciada por
habitos contemporaneos, difundidos principalmente na cultura ocidental, como
comportamento sedentario, atividade fisica reduzida e a ingestdo excessiva de alimentos
caloricos e ndo saudaveis (INOUE et al., 2018). Apesar de seu grande impacto na saiude e
economia mundial, a doenca ainda ndo possui farmacoterapia aprovada e os tratamentos
profilaticos se baseiam na reducgdo de lipidios presentes na dieta e na pratica de atividades
fisicas (YOUNOSSI et al., 2017). Assim, a investigacdo da MAFLD e o desenvolvimento de

modelos de estudo sdo fundamentais para a elaboracao de abordagens terapéuticas eficazes.

1.1.1 Estresse oxidativo

Mesmo em organismos saudaveis, o estresse oxidativo ocorre continuamente em

niveis basais. Sies (1991) definiu primariamente o estresse oxidativo como um “distirbio no

balango entre pré-oxidantes e antioxidantes em favor do primeiro, levando a potenciais
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danos”. Mais recentemente, tem sido utilizado um conceito alternativo, que define o estresse
oxidativo como uma “disfuncdo da sinalizagdo e sistemas de controle redox” (JONES, 2006).

Protagonistas no estresse oxidativo, as ERO se referem tanto a radicais livres quanto a
seus intermediarios nao radicalares. Por sua vez, radicais livres sao definidos como qualquer
espécie quimica que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, o(s) qual(is) lhe
confere(m) sua alta reatividade (HALLIWELL, 1987). Apesar de poderem ser gerados a partir
de diversos elementos, os que contém nitrogénio e, principalmente oxigénio, sdo os mais
relevantes em sistemas bioldgicos (MILLER, BUETTNER, AUST, 1990).

Existem diversas fontes de ERO no espago intra e extracelular. Mesmo a niveis basais,
espécies oxidantes sdo geradas normalmente pelo metabolismo aerdbico, e por isso, a
mitocondria € sua principal fonte de produgdo. Na cadeia respiratdria mitocondrial, o oxigénio
molecular ¢ reduzido a dgua e esse processo leva a formacao de intermedidrios reativos, como
o anion superdxido, o superdxido de hidrogénio e o radical hidroxil, correspondentes a
reducdo de um, dois e trés elétrons respectivamente. Além disso, moléculas oxidantes podem
ser geradas a partir de diferentes tipos de radiagdo (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

As ERO desempenham diversas funcdes celulares importantes, como a ativacdo de
proteinas cinase, estimulo a proliferacdo e diferenciacdo celular, defesa contra agentes
infecciosos € morte celular por necrose ou apoptose (SARSOUR et al., 2009). Muitas dessas
atividades sdo geradas pela ativacao de fatores de transcri¢do sensiveis a processos redox, tais
como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora 1 (AP-1), que regulam a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias (LUGRIN et al., 2014). Outras fontes endogenas de
ERO sdo enzimas envolvidas em reagdes redox, como a NADPH oxidase, xantina oxidase,
mieloperoxidase e o citocromo P450 (STEINBRENNER, SIES, 2009).

Embora desempenhem importantes fungdes biologicas, a exposi¢do as ERO
frequentemente leva a perda da homeostase celular e até danos mais severos. A maioria dos
prejuizos causados pelas espécies reativas envolvem primariamente os constituintes
bioquimicos da cé€lula, seja pela degradacdo ou simples alteragdo em estruturas e vias
fisiologicas envolvidas, como a liberacdo de ions célcio do reticulo endoplasmatico,
desencadeamento da peroxidacdo lipidica em membranas celulares, mudangas
conformacionais e consequente perda de fungcdo em peptideos e a oxidacdo do DNA
(ASHRAF, SHEIKH, 2015).

A homeostase de oxirreducdo ¢ garantida pelos sistemas antioxidantes, cuja agdo
envolve a prevencdo da formagdo de ERO, bloqueio ou captura dos radicais formados e

processos de reparo, que removem biomoléculas danificadas, antes que sua agregagao leve a
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altera¢des no metabolismo celular (CHEESEMAN e SLATER, 1993). O sistema enddgeno de
defesa antioxidante inclui enzimas como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e
catalase e componentes ndo enzimaticos, proteinas, como transferrina e ferritina e
sequestradores de baixo peso molecular, como o &cido urico, coenzima Q e o acido lipoico.
Por sua vez, os principais antioxidantes exdgenos correspondem as vitaminas C e E (&cido
ascorbico e a-tocoferol), carotenoides e aos compostos fendlicos (AGUILAR, NAVARRO,
PEREZ, 2016).

O estresse oxidativo tem sido correlacionado a diversas desordens, como condi¢des
neurodegenerativas, cancer, doengas cardiovasculares, inflamatdrias e do metabolismo, como
diabetes e sindrome metabdlica, seja como agente patogénico ou fator agravante (MAULIK et
al., 2013). O papel central do estresse oxidativo na progressao da MAFLD ¢ sustentado por
estudos em modelos animais ¢ humanos que demonstram a associagdo da esteatose com a
maior producdo de ERO e a disfun¢ao mitocondrial (SUMIDA et al., 2013).

A maior disponibilidade de lipidios leva a um aumento nas vias reguladas pelo
receptor ativado por proliferadores de peroxissomos alfa (PPAR-a), que aumentam a
transcri¢do de genes envolvidos na B-oxidagdo. Além disso, a oxidacdo de AGL também se
encontra elevada em vias alternativas, principalmente nos peroxissomos € microssomos
(BROWNING; HORTON, 2004). Diversos estudos ainda comprovam a ocorréncia da
disfun¢do mitocondrial e deficiéncias em enzimas da B-oxidacdo peroxissomal em pacientes
com MAFLD (FAN et al., 1998). Tais fatores conduzem a um aumento significativo da
producdo de ERO, citocinas pro-inflamatdrias e de intermedidrios toxicos. Dentre os danos
causados pelas ERO, destacam-se a deplecao de sistemas antioxidantes e danos progressivos
na estrutura de biomoléculas uteis, levando ao acumulo de mais espécies reativas
(PARADIES et al., 2002).

Na mitocondria, os principais constituintes afetados pelas ERO sdo a membrana e o
DNA mitocondrial. A membrana mitocondrial contém uma concentracao substancial de
fosfolipidios contendo acidos graxos poli-insaturados, que sdo mais suscetiveis ao dano
oxidativo e levam a peroxida¢do lipidica (FERRAMOSCA; DI GIACOMO; ZARA, 2017).
Por sua vez, a peroxidacdo desses componentes da membrana, especialmente o &cido
docosahexanoico, leva a um maior comprometimento da atividade da cadeia respiratoria, com
a consequente superproducdo de ERO (INFANTE; HUSZAGH, 2000). Esse ciclo vicioso
ainda parece aumentar a protedlise pré-secretora de ApoB no reticulo endoplasmatico,

contribuindo para o acimulo de TAG (CAO; KAUFMAN, 2014).
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Além disso, o estresse oxidativo promove a geragdo de diversos mediadores
inflamatorios, como o TNF-a (KAKINO et al.,2018). Além dos processos de inflamagdo, o
TNF-o também exerce um papel importante no desenvolvimento da RI e da via apoptotica
através da ativagdo das caspases (AKASH; REHMAN; LIAQAT, 2018; OCEANDY et al.,
2019). No entanto, devido ao gasto energético envolvido na apoptose dos hepatocitos, a morte
celular por necrose e sem grande custo de energia ¢ favorecida, desencadeando lesdes no
tecido hepatico. Assim, diante dos sucessivos danos ao figado, e da produgdo excessiva de
ERO, citocinas pré-inflamatorias e produtos toxicos da peroxidacdo lipidica, a fibrogénese ¢
estimulada pela ativacdo das células estreladas do figado (TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017;
ANGULO et al., 2015). Em consequéncia do estado fibrético e inflamatoério do figado, o risco
de progressdo para um estagio cirrdtico terminal ¢ aumentado, com potencial
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e em ultimo caso a execugdo de transplante
hepatico (GE; RUNYON, 2016).

A elucidagdo dos mecanismos moleculares que levam ao acimulo de lipidios, ao
estresse oxidativo e a disfun¢ao mitocondrial favorece o desenvolvimento de intervengoes
preventivas da progressdo da esteatose hepatica (DONGIOVANNI et al., 2016). Flavonoides
sdo uma das principais classes de antioxidantes naturais presentes na dieta humana e estdao
abundantemente presentes em plantas nativas do Brasil. A atividade destes compostos sobre a
esteatose envolve diversos mecanismos, como o efeito sobre diferentes vias envolvidas na
patogénese de doencgas hepdticas, o controle da lipogénese de novo pela regulagdo de fatores
de transcri¢ao de proteinas lipogénicas, como SREBP-1 e PPARGq, além da alta capacidade de
sequestro de radicais livres verificada na MAFLD (XIE, CHEN, 2013; VAN DE WIER et al.,
2017).

Jiang et al. (2014) demonstraram que as antocianinas, uma importante subclasse de
flavonoides podem ainda proteger as células hepaticas contra danos induzidos pelo estresse
oxidativo através da inibigdo das vias apoptoticas da mitocondria. Outros mecanismos
parecem envolver a prevencao da despolarizagdo mitocondrial induzida por hiperglicemia.
Em estudo realizado em humanos, foi observado que a administragdo de vitamina E, outra
importante molécula antioxidante, também melhora a condi¢do da NASH através da redugao
dos niveis de ALT e AST, da esteatose hepatica e de inflamagao lobular (SANYAL, 2010).

Apesar de comprovada a eficacia de moléculas antioxidantes em diversos mecanismos
envolvidos MAFLD, mais estudos ainda sdo necessarios para a comprovacao e

direcionamento de terapias efetivas para os diversos fenotipos da doenga. Assim, o
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desenvolvimento de modelos de estudo da MAFLD se torna essencial para a investigacao de

produtos naturais promissores em seu tratamento.

1.1.2 Modelos de estudo da MAFLD

Diante das recentes atualizagcdes, a MAFLD esta sujeita a subclassificagdes baseadas
em sua heterogeneidade fenotipica (ESLAM et al., 2020). Assim, o desenvolvimento de
modelos de estudo ¢ fundamental para o melhor entendimento das vias fisiopatoldgicas
envolvidas na doenga.

Ao longo dos anos, os mecanismos moleculares e vias de sinalizagdo envolvidas na
progressao da MAFLD foram primeiramente elucidados em modelos animais, genéticos ou
induzidos por dieta, e confirmados através de estudos clinicos (KANURI e BERGHEIM,
2013). Para tanto, um bom modelo de estudo deve reunir as caracteristicas histologicas e os
disturbios metabolicos associados a MAFLD (SCHATTENBERG, GALL, 2010), ainda que a
maioria dos modelos animais disponiveis ndo seja totalmente capaz de simular todos os
aspectos das condi¢des clinicas humanas. De fato, as incompatibilidades fenotipicas
encontradas em modelos animais s3o frequentemente atribuidas a diferencas fisioldgicas
interespecificas e de base genética, haja vista que analises dos transcriptomas hepaticos de
humanos, camundongos e ratos sugerem grandes divergéncias na func¢do hepatica (YU et al.,
2010; SEOK et al., 2013). Além disso, a preocupagdo da comunidade cientifica é crescente
diante da consideragdo ética do uso de animais em pesquisas, que se torna cada vez mais
restrito.

Para superar tais limitagdes, muitos esfor¢os tém sido empregados no
desenvolvimento de abordagens in vitro baseados em tecidos humanos, com grande destaque
para novas tecnologias, como o uso de modelos de tecido tridimensionais a partir da
bioimpressao e de células-tronco pluripotentes induzidas. Entretanto, apesar da tentativa de
recriarem a complexidade fisiologica humana e oferecerem dados pré-clinicos mais robustos,
essas tecnologias ainda ndo foram bem estabelecidas e apresentam dificuldades quanto a sua
reprodutibilidade, disponibilidade e custo (BENAM et al., 2015).

Assim, os modelos in vitro baseados em cultura bidimensional convencional, como
culturas de células primarias e de linhagens imortalizadas, continuam sendo amplamente
empregadas na pesquisa de doencas hepdticas. Culturas primarias de hepatocitos e outros
tipos celulares representam modelos fisiologicamente relevantes para condigdes clinicas,

porém, devido a questdes éticas e a disponibilidade de amostras de figado humano, além da
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baixa estabilidade, esse método se torna dispendioso (DAMBACH, ANDREWS, MOULIN,
2005). Alternativamente, o cultivo de linhagens celulares imortalizadas demonstra uma alta
capacidade replicativa, fenotipo estavel, com maior facilidade de padronizagdo e manutengao
e tempo de vida prolongado (KANURI, BERGHEIM, 2013).

A linhagem HepG2 ¢ a mais amplamente empregada no estudo de funcdo e doengas
hepaticas. E derivada de biopsias de um tipo diferenciado de carcinoma hepatocelular e
apresenta caracteristicas altamente proliferativas e ndo tumorigénicas, além de desenvolverem
morfologia epitelial quando crescida em superficie solida (ADEN et al., 1979). A partir de
extensas caracterizagdes, constatou-se que a linhagem HepG2 expressa funcdes hepaticas
diferenciadas, como a sintese e secre¢ao de proteinas plasmaticas, metabolismo do colesterol
e TAG, metabolismo e transporte de lipoproteinas, sintese de acidos biliares, sinalizagdo da
insulina e sintese de glicogénio (JAVITT, 1990; MEIER et al., 2007).

Em modelos da esteatose hepatica, McMillian et al. (2001) foram pioneiros na
utilizagdo da cultura de células. Em seu estudo, o acumulo de lipidios foi induzido em células
da linhagem HepG2 através da adi¢cdo de compostos conhecidamente esteatogénicos, como
estrogénio e outros esteroides, e analisado por método fluorimétrico baseado no corante
lipofilico Nile red. Mais tarde, outro grupo de pesquisadores desenvolveu um modelo de
esteatose em células HepG2 através da incubagdo com os acidos graxos palmitico e oleico em
diversas concentragdes e proporgdes. A partir da comparagdo com hepatocitos de cultura
primaria, investigados no mesmo estudo, Goméz-Lechon et al. (2007) obtiveram resultados
semelhantes a linhagem HepG2 quando analisados o contetdo intracelular de TAG e a
viabilidade celular. Desde entdo, as principais abordagens de modelos in vitro da MAFLD
tém utilizado os acidos palmitico e oleico para a indugdo de esteatose. Sdo respectivamente
acidos graxos saturados (16:0) e monoinsaturados (18:1), sendo os mais abundantes na dieta e
em niveis séricos no organismo humano (ABDELMAGID et al., 2015).

Muitos outros estudos tém sido desenvolvidos para uma investigacdo mais acurada da
MAFLD e de possiveis agentes terapéuticos. Nesses esfor¢os, grupos de pesquisadores tém
demonstrado um efeito inibitorio da esteatose hepatica de extratos naturais ricos em
compostos antioxidantes, a partir da redu¢do do contetido de TAG e de marcadores do dano
hepatico em modelos in vitro induzidos por acidos graxos (WANG et al., 2015; LIU et al.,
2011). Apesar de achados como estes, os conhecimentos sobre a MAFLD e os efeitos
terapéuticos de compostos bioativos naturais sdo ainda escassos € necessitam de maiores

investigagoes.
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1.2 Cerrado

Localizado predominantemente no Planalto Central do Brasil, o Cerrado ¢ o segundo
maior bioma da América do Sul (Figura 3). Ocupa originalmente uma éarea estimada superior
a 2 milhdes de km?, equivalente a 23% do territério nacional, que se estende sobre os estados
do Amapd, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Para, Parana, Piaui, Rondonia, Roraima, Sao Paulo e Tocantins,

somando mais de 1400 municipios (BRASIL, 2020).

Figura 3 — Representacgdo espacial da abrangéncia do Cerrado no Brasil
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Datum: WGS84

Fonte: BRASIL, 2015.

O Cerrado é um complexo vegetacional composto por formagdes florestais, savanicas
e campestres distribuidas em 11 fitofisionomias determinadas primariamente pelo clima e
eventos temporais (RIBEIRO e WALTER, 2008). Consequentemente, verifica-se uma

significativa alterndncia de espécies entre diferentes fitofisionomias, dada a ampla
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heterogeneidade de ecossistemas. O Cerrado ¢ considerado, portanto, a savana mais rica do
mundo e um hotspot mundial de biodiversidade, haja vista que abriga 5% da biodiversidade
do planeta, que se reflete em uma imensidade de espécimes da flora e fauna. Pesquisadores
constataram a presenca de 11.627 espécies vegetais vasculares nativas, das quais 44%
ocorrem de maneira endémica no bioma (MENDONCA et al., 2008; KLINK ¢ MACHADO,
2005). Além disso, sdo encontradas cerca de 320.000 espécies animais na regido (AGUIAR et
al., 2004).

O clima do Cerrado predominante ¢ do tipo estacional, caracterizado por um periodo
chuvoso entre os meses de outubro e marco, seguido de um periodo seco de abril a setembro.
Ao longo do ano, apresenta temperaturas amenas, com média entre 22 ¢ 27 °C ¢ uma
precipitacdo média de 1500 mm (RIBEIRO e WALTER, 2008).

No Cerrado, predominam-se os latossolos, caracterizados pelo baixo teor de fertilidade
natural, alta acidez e alto teor de metais, como o aluminio (AB’SABER, 1983). A fim de
contornar tais condi¢des e tornar o solo produtivo, a agricultura comercial ocupou extensas
parcelas do bioma nas ultimas décadas a partir da mecanizagdo e do uso indiscriminado de
insumos quimicos. A expansdo da fronteira agricola, cujo desenvolvimento se baseia no
desmatamento desregrado de habitats naturais, gera um empobrecimento ecologico para dar
lugar a pastagens e sistemas produtivos de monoculturas, em que se destaca a soja, principal
item de exportagdo do Brasil.

No ano de 2004, as pastagens plantadas ultrapassavam 40% da &rea original do
Cerrado (MACHADO et al., 2004). O mesmo estudo concluiu que 55% do bioma ja haviam
sido desmatados ou transformados pela agdo humana, equivalendo a trés vezes a area
desmatada da Amazonia brasileira. Somente no ano de 2019, o Relatério Anual do
Desmatamento no Brasil (AZEVEDO et al., 2019) apontou o Cerrado como o segundo bioma
com maior indice de areas desmatadas no territdrio nacional, somando a perda de 408.646
hectares de vegetagao natural.

Apesar da ampla biodiversidade e importancia socioambiental, o Cerrado ¢ o bioma
com a menor propor¢ao de areas legalmente protegidas. Apenas 8,21% de sua extensdo total
estdo sob prote¢do integral em unidades de conservagao, o que propicia a pratica predatoria de
exploracdo e consequentemente a degradacdo da diversidade local (ICMBIO, 2020). Nesse
contexto, fez-se necessaria a implementacdo de programas e iniciativas de preservacdo do
bioma, como o Programa Cerrado Sustentavel e o Plano de A¢do para Prevencao e Controle

do Desmatamento e das Queimadas no Cerrado (BRASIL, 2016).
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No Cerrado, vivem cerca de 25 milhdes de habitantes, dentre os quais estdo os povos
tradicionais, que utilizam recursos naturais como condi¢do o para sua reprodu¢do cultural,
social e econdmica. Uma ampla variedade de plantas ¢ utilizada por essas comunidades e pela
populagcdo em geral: mais de 10 tipos de frutos comestiveis do Cerrado sdao frequentemente
consumidos pela populacdo local e comercializados em centros urbanos. Algumas delas,
como a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), ainda apresentam propriedades terapéuticas
uteis a saude humana. Constata-se que mais de 220 espécies possuem uso medicinal, sendo

empregadas em uma variedade de aplicagoes.

1.3 Mangaba (Hancornia speciosa Gomes)

Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangabeira ou
mangaveira, ¢ uma arvore frutifera nativa do Brasil que também ocorre em paises como Peru,
Bolivia e Paraguai (FLORA DO BRASIL, 2020). No territorio brasileiro, sua distribuicao ¢
ampla e abrange os dominios fitogeograficos da Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica em todas as regides do pais.

Pertencente a familia Apocynaceae, a mangabeira apresenta porte médio, com altura
mediana de 4 a 7 m e copa ampla. O tronco ¢ geralmente unico, tortuoso ou reto, de caule
rugoso e aspero. Em geral, as folhas sdo simples, opostas, uniformemente espacadas, elipticas
nas duas extremidades, com presen¢a ou auséncia de pelos (Figura 4). A inflorescéncia ¢
composta de duas até cinco flores hermafroditas, brancas, tubulosas e perfumadas. O fruto do
tipo baga ¢ elipsoidal ou arredondado de 2,5 a 6,0 cm, amarelo com manchas ou estrias
avermelhadas no exocarpo, com polpa carnoso-viscosa e acida de sabor suave e doce
(CORADIN, CAMILLO, PAREYN, 2018). No Cerrado, usualmente verifica-se apenas uma

safra de frutos por ano entre os meses de outubro e dezembro.



26

Figura 4 — Ilustrag@o botanica de Hancornia speciosa Gomes.

Fonte: Elaborado pelo autor

O nome do fruto, mangaba, é oriundo de um dialeto tupi-guarani e significa “coisa boa
de comer”, refletindo ainda hoje suas principais aplicagdes tanto para consumo doméstico
quanto em agroindustrias. Além do consumo in natura, sua polpa € utilizada no preparo de
sucos, geleias, picolés, licores, compotas e diversas sobremesas € mais amplamente na
produgdo de polpas congeladas e sorvetes. Sob o enfoque nutricional, a mangaba nao
apresenta alto valor energético, no entanto ¢ rica em ferro, zinco, compostos fendlicos e
tanicos e pectina. Somados a tais compostos, as vitaminas C e E sdo ainda encontradas em
maior teor do que na maioria das frutas consumidas pela populagdo brasileira (CORADIN,
CAMILLO, PAREYN, 2018).

Além disso, a mangabeira proporciona um amplo aproveitamento para comunidades
locais, dado o emprego do latex como matéria-prima para a producao de borracha artesanal e
do tronco como madeira e lenha, por exemplo. Ademais, as folhas, raizes, latex e cascas do
tronco sdo popularmente empregados no preparo de chas e infusdes para fins medicinais
diversos, devido a eficacia no tratamento de feridas e lesdes gastricas e a propriedades
antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-inflamatdrias e antirreumaticas. O latex ¢ utilizado para

tratar ulceras, herpes, dermatoses e tuberculose. A casca, por sua vez, ¢ empregada no
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tratamento de afec¢des hepaticas e as folhas no preparo de chas indicados para coélica
menstrual, enquanto o decocto da raiz ¢ indicado como anti-hipertensivo e hipoglicemiante
(PEREIRA, 2012). Estudos etnobotanicos também ja apontaram a aplicacdo popular da
mangabeira como anti-hiperlipidémica, anorexigena, antidiabética e antiobesidade (SILVA et
al., 2010).

Algumas dessas atividades ja foram descritas na literatura cientifica para as folhas de
H. speciosa Gomes, que sdo o alvo deste estudo. Analises preliminares verificaram o
potencial anti-hipertensivo do extrato etandlico das folhas por meio da reducao da resisténcia
periférica induzida pela inibi¢do da enzima conversora de angiotensina I, produgdo de 6xido
nitrico ¢ um mecanismo que envolve o aumento da produgdo de perdxido de hidrogénio nas
artérias mesentéricas de camundongos hipertensos (SILVA et al., 2011; 2016). PEREIRA et
al. (2015) também demonstraram um potencial efeito antidiabético do extrato com base na
inibicdo da enzima a-glucosidase e o aumento da captacdo de glicose pelos adipdeitos em
modelos também murinos. A atividade anti-inflamatoria foi ainda avaliada pelo efeito
inibitério de fragdes ricas em ciclitois e flavonoides do extrato sobre o fator de transcri¢ao
NF-kB, que ¢ responsavel pela sinalizacio de mediadores inflamatérios (ENDRINGER,
PEZZUTO, BRAGA, 2009). Outras atividades constatadas envolvem o efeito inibidor da
acetilcolinesterase, propriedades antioxidantes (MARQUES et al., 2015), antifungicas,
antivirais (BRANDAO et al., 2010) e cicatrizantes (GELLER et al., 2015).

Estudos adicionais ainda identificaram a composi¢do fitoquimica dos extratos de
diferentes partes de H. speciosa Gomes e dentre eles, o das folhas, destacando-se compostos
ciclitois, como L-(+)-bornesitol e os acidos quinico e clorogénico; flavonoides, tais como
rutina, quercetina, diglicosideo e triglicosideo de kaempferol; triterpenos e esteroides
(PEREIRA et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016; BASTOS et al., 2017).

Os compostos bioativos de plantas, como os encontrados na mangabeira, representam
uma abordagem terapéutica promissora para a MAFLD devido a atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes e de modulagdo de genes e da fungdo de proteinas envolvidas na patogénese da
doenca. De fato, existem diversas evidéncias de que varias classes de antioxidantes, como
flavonoides, sdo capazes de reverter a esteatose hepatica. Nesse sentido, a elucidagdo dos
mecanismos bioquimicos associados ao potencial hepatoprotetor dos compostos bioativos
pode levar a elaboragdo de terapias mais direcionadas e eficazes para a esteatose hepatica.
Mais especificamente, o Cerrado constitui uma fonte abundante de recursos naturais ainda

inexplorados e a utilizagdo de espécies nativas do bioma como objeto de estudo favorece,
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além de aspectos clinicos envolvidos na doenga, a valorizagdo do conhecimento tradicional e

o desenvolvimento econdmico de culturas como a mangaba.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas de Hancornia speciosa Gomes sobre um

modelo in vitro de esteatose hepatica em células HepG2.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a capacidade antioxidante in vitro do extrato;

e Determinar o efeito do extrato sobre a viabilidade celular;

e Em células HepG2 com acumulo de lipidios induzido por acidos graxos avaliar:
- O efeito do extrato sobre o contetido de lipidios;

- O dano celular.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras e preparo dos extratos

As folhas de H. speciosa foram coletadas na regido de Patrocinio, MG. O cadastro de
acesso ao patrimonio genético para fins de pesquisa cientifica para a espécie citada foi
realizado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado — SisGen, sob o n° de cadastro A6A598B, atendendo aos requisitos do
Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016, que regulamenta a Lei n° 13.123, de 20 de maio de
2015, a qual dispde sobre a regularizagdo de atividade de acesso ao patrimonio genético.

As folhas foram congeladas, liofilizadas e em seguida pulverizadas. A metodologia de

extracdo aquosa das folhas foi desenvolvida com base nas informag¢des de uso popular
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associado a medicina tradicional (preparo de infusdo das folhas). Para tanto, as folhas secas
foram trituradas em moinho de facas e submetidas a infusdo em agua na propor¢ao de 1:10
(g/mL) em banho-maria a 72 °C durante 10 minutos. Posteriormente, foi realizada filtracao a

vacuo. O extrato bruto foi entdo liofilizado e armazenado a 4 °C.

3.2 Determinacio da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato das folhas de mangaba foi determinada pelo
indice ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), a partir da adapta¢io de metodologias
descritas na literatura (HUANG et al., 2002; PRIOR, WU, SCHAICH, 2005; SILVA et al.,
2007). Este método se baseia na medigdo do decaimento espectrofotométrico da fluorescéncia
de uma sonda fluorescente mediante interacdo com o radical peroxil, o qual ¢ gerado pela
rea¢do do AAPH [dicloreto de 2,2-azobis (2-amidinopropano)] com o oxigénio molecular.

Para a constru¢do da curva de calibragdo, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- 4&cido
tetrametilcromano-2-carboxilico) foi utilizado como antioxidante de referéncia a
concentragdes de 2,5, 5,0, 10,0, 12,5 e 15,0 pg/mL. O ensaio foi realizado em microplaca de
96 pogos (branco opaco, Perkin Elmer), onde foram adicionados 50 pL de amostra diluida
(concentragdes), tampao fosfato-salino (PBS) ou padrao, 50 uL de fluoresceina (78 mM, em
PBS), seguidos por periodo de incubagdo a 37 °C durante 15 min. Posteriormente, foram
adicionados 25 puL do radical AAPH (diluido a 221 mM em PBS) e a fluorescéncia foi lida a
485 nm (excitagdo) e 535 nm (emissdo) por 1h minuto a minuto em fluorimetro VICTOR™
X3. Os valores do indice ORAC foram entdo calculados pela Area Sob a Curva (AUC) do
padrdo e amostra. A curva padriao foi obtida ao tragar as concentra¢des de Trolox contra a
AUC liquida das concentragdes do extrato. O valor ORAC final foi determinado a partir da
equacgdo de regressdo entre a concentragdo de Trolox e a AUC liquida e sdo expressas como

equivalentes de Trolox (uM) por grama de extrato.

3.3 Cultura de células da linhagem HepG2

A linhagem de células derivadas de carcinoma hepatocelular humano HepG2 foi
obtida do Banco de C¢lulas do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio DMEM
low glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), estreptomicina (100 pg/ml) e penicilina (100 U/ml) a temperatura de 37°C, sob

atmosfera a 5% de CO; em incubadora umidificada. Os subcultivos foram realizados em
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intervalos de 2 a 3 dias, utilizando-se solucdo de tripsina/EDTA (4cido etilenodiamino tetra-

acético).

3.4 Determinacao da viabilidade celular

O efeito do extrato aquoso das folhas de mangaba sobre a viabilidade celular em
linhagem celular HepG2 foi determinado pelo método MTT desenvolvido por Mosmann
(1983). Este ¢ um ensaio colorimétrico baseado na reducao do sal de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-YL)-2,5-difeniltetraz6lio) a cristais de formazan por enzimas
desidrogenases em células metabolicamente ativas.

As células (5 x 10°) foram semeadas em microplacas de 96 pogos com meio de cultura
DMEM suplementado a 10% de SFB e 1% de antibidticos e incubadas por 24 horas em estufa
umidificada com 5% de CO; a 37°C, para adesdo. Apds esse periodo, os pocos foram lavados
com PBS e incubados com o extrato diluido (a concentragdes finais de 31,25, 62,50, 125, 250,
500 e 1000 pg/mL) em DMEM suplementado, mantidos novamente em incubadora
umidificada. Os controles foram incubados somente com DMEM suplementado. Apods o
tempo determinado para cada avaliacdo (12, 24 ou 48h), o sobrenadante foi descartado e os
pogos lavados com PBS. Posteriormente, foram adicionados 10 pL de solugdo de sal de MTT
diluido em PBS a concentragdo de 5 mg/mL e 100 pL. de meio DMEM, mantidos por 1h em
incubadora umidificada. Concluido o tempo de incubagao, a solugdo de MTT foi removida e
adicionados 100 uL de dimetilsulféxido a cada pogo para diluicdo dos cristais de formazan.
Apds homogeneizacao durante 10 min, a absorbancia dos pogos foi determinada em leitor de
microplacas sob comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram obtidos a partir da
analise dos controles, dada na equacgdo a seguir e expressos em porcentagem de viabilidade

celular:

média da absorbancia dos tratados

iabilidade celular (%) média da absorbancia dos controles <100

3.5 Inducio da esteatose hepatica

O procedimento para indu¢ao do acumulo de lipidios na linhagem HepG?2 foi realizado

como descrito por FARIA (2020). Inicialmente, as células (5 x 10° células/mL) foram
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semeadas em placa de 24 pogos com meio DMEM suplementado (10% SFB e 1%
antibidticos) e incubadas em estufa umidificada com 5% de CO; a 37°C por 24h para adesao.
Em seguida, o meio de cultura contendo SFB foi removido e os pogos foram lavados com
PBS e novamente incubados com meio DMEM nao suplementado. Apos 24h de privagao de
SFB, foi feita outra lavagem com PBS, seguida da adi¢do das solugdes veiculo e de acidos
graxos (4&cidos oleico e palmitico 2:1, a concentragdo final de 1,0 mM) nos devidos
tratamentos. Nos tratamentos coincubados, o extrato aquoso das folhas de mangaba diluido
em DMEM e filtrado em membrana de 0,22 mm foi adicionado em concentracgdes finais de 50
e 100 pg/mL.

A solugdo dos acidos palmitico e oleico foi incubada a concentragdes de 0,33 e 0,66
mM respectivamente, a partir de solugdes estoque a 150 mM em etanol P.A., adicionadas em
meio DMEM e albumina sérica bovina livre de 4cidos graxos (BSA) a 4,5%. Para os
controles, foi preparada uma solugdo de DMEM, 4,5% de BSA e etanol como veiculo. As
solugdes foram filtradas em membrana de 0,22 mm para esterilizagdo.

Apo6s incubacao de 24h, o sobrenadante de cada um dos pogos foi coletado e
armazenado a 4 °C para utilizagdo no ensaio de aminotransferases, como descrito no item 3.6.

Para coloragao dos lipidios acumulados, as células foram entdo lavadas com PBS e em
seguida fixadas com solucao de paraformaldeido 4% tamponado a 4 °C durante 15 min. Apo6s
repetidas lavagens com agua destilada, uma solugdo de corante Oil Red O (0,5% em
isopropanol) diluida em 4gua destilada na propor¢ao 1:1 foi adicionada aos pocos e mantida
por 50 min para colora¢do dos lipidios intracelulares. Posteriormente, a solugdo corante foi
retirada e outras trés lavagens foram feitas com 4gua destilada e uma rdpida lavagem
adicional com isopropanol 60% para minimizagdo do background causado pelo corante.
Ambas as solugdes de paraformaldeido e Oil Red O foram filtradas em membranas de 0,45
mm para remoc¢ao de residuos insoluveis.

Para obten¢ao das fotomicrografias e melhor visualizacdo dos nucleos, apds a
coloracdo com Oil Red O as células foram coradas com Hematoxilina de Meyer durante 1 min
e em seguida lavadas por 5 cinco vezes em agua corrente. As fotomicrografias foram entao
obtidas em microscopio Optico de contraste de fase invertido acoplado a camera digital em

ampliagdo de 400 vezes.

3.6 Determinacao da atividade de aminotranferases
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As atividades da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
foram determinadas por método colorimétrico utilizando-se Kits Labtest® (Lagoa Santa, MG,
Brasil) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Ambos os ensaios se baseiam na reagdo de transferéncia de grupamentos amina de o-
aminoacidos para a-cetodcidos a partir de subtratos especificos, como mostram as reagdes a
seguir:

ALT
L-Alanina + a-cetoglutarato —— Glutamato + Piruvato

AST
L-Aspartato + a-cetoglutarato —— Glutamato + Oxalacetato

O piruvato e o oxalacetato formados sao medidos separadamente através da formacgao
de hidrazona, que tem coloragdo amarelada intensa em meio alcalino.

O meio de cultura de cada um dos 24 pocos da placa apds a incubagdo descrita no item
3.5 foi utilizado como amostra. Para tanto, o sobrenadante foi coletado e transferido para
tubos de centrifuga, que foram por sua vez armazenados a 4 °C até a execugdo do ensaio, em
um periodo inferior a 7 dias.

O procedimento experimental foi executado de acordo com as instru¢des do fabricante
e as curvas de calibragdo foram preparadas com diluigdes de solugdes padrao, que foram
também lidas a 505 nm. Apods andlise de regressdo polinomial de ordem 2, foram

determinadas as equagdes das curvas, como se segue:

Atividade (U/mL) = a x (Abs)? + b x (Abs) + ¢

As equacdes foram entdo aplicadas para determinar a atividade das amostras. Os

resultados foram expressos em U/mL.

3.7 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov—Smirnov.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia univariada ANOVA one-
way seguida pelo teste de Tukey. Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.
Todos os dados apresentaram distribuicdo normal. Todas as analises foram realizadas

utilizado o software GraphPad Prism versao 8.4.3 (San Diego, California, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacio da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada em cinco diferentes concentragdes através
do método ORAC. Na figura 5, estdo representadas as curvas da cinética de decaimento da
fluorescéncia na presenca de Trolox nas concentragdes de 2,5 a 15 pg/mL e do extrato nas
concentragdes de 2,5 a 100 pg/mL. O Trolox ¢ um andlogo sintético da vitamina E,
amplamente utilizado como padrao para avaliagdo do potencial antioxidante de misturas
complexas (PUBCHEM, 2020). Os resultados indicam uma alta capacidade de sequestro do
radical peroxila do extrato aquoso das folhas de H. speciosa e o perfil da curva de decaimento

da amostra exibe um comportamento dose-dependente.

Figura 5 — Cinética de decaimento da fluorescéncia através do ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) durante 60 minutos na presenga de (A) Trolox nas concentragdes 2,5 a 15 pg/mL e (B) do extrato
aquoso das folhas de Hancornia speciosa Gomes, nas concentragdes de 2,5 a 100 pg/mL. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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O extrato apresentou um valor médio de 260,04 = 65,76 uM ET/g, revelando uma
elevada capacidade antioxidante das folhas de mangaba. Em outro estudo, foram analisados
os frutos de H. speciosa em diferentes estagios de maturagdo e os valores encontrados sao
relativamente inferiores quando comparados aqueles obtidos neste estudo para os extratos das

folhas, com maxima expressao para a polpa do fruto, a 16,17 uM ET/g (PERFEITO, 2014).
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Valores tdo baixos podem ser explicados pela diferenca entre o conteido de moléculas
antioxidantes na folha e no fruto e pela ndo utilizacdo de qualquer método de extracdo, que
segundo Leite (2010), ¢ um dos fatores que afetam drasticamente o resultado final.

Na literatura, sao escassos os estudos de avaliagao da capacidade antioxidante pelo
método ORAC para outras partes de H. speciosa, que ndo o fruto. Isso se deve provavelmente
a maior relevancia econdmica e aplicabilidade dos frutos e polpas na industria e consumo
caseiro. Mais especificamente, ndo foi encontrado nenhum estudo de determinagdo do
potencial antioxidante do extrato aquoso das folhas de mangaba.

No mesmo trabalho citado anteriormente, a polpa de mangaba também mostrou a
maior atividade antioxidante através do método DPPH, com 11,28 uM ET/g. Em outro
estudo, Assumpgao et al. (2014) avaliaram o potencial antioxidante do extrato metandlico do
fruto da mangaba pelo método DPPH e os resultados foram expressos em ICso, que representa
a concentragdo minima necessaria para promover a redugdo de 50% do radical. Como
resposta, foi encontrado um ICso de 3050 g de fruto por g de DPPH, valor similar ao
determinado por Rufino et al. (2010), de 3385 g/g DPPH para o extrato aquoso do fruto.

Gomes (2010) observou um alto potencial antioxidante contra o radical DPPH para o
extrato metanolico das folhas e suas diferentes partigdes (diclorometano, acetato de etila e
butanol), quando comparados ao padrao BHT (Hidroxitolueno butilado). O menor valor, e,
portanto, o maior potencial sequestrante do radical, foi encontrado para a parti¢do butanélica
do extrato metanolico das folhas, com valor ICsp de 0,74 mg/mL. Este valor em muito se
aproxima do observado para o padrdo BHT, de 0,58 mg/mL, o que evidencia a eficiéncia das
folhas de H. speciosa e do método de extragdo em questdo.

A auséncia de aplicagdo das folhas e outras partes de H. speciosa como objeto de
estudo na literatura ressalta a importancia de trabalhos como este. Por conseguinte, a
complexidade e a diversidade encontrada nas variagdes regionais de cultivo da mangaba, que
levam a variagdes na composi¢ao fitoquimica e estagios de desenvolvimento, as diferentes
metodologias empregadas, como métodos de extracdo, radicais utilizados, mecanismos de
reagdo e condi¢des particulares da andlise oferecem grande dificuldade na comparagdo entre
os resultados obtidos e aqueles encontrados na literatura.

Comparativamente ao ensaio DPPH, o método ORAC apresenta diversas vantagens,
sendo reconhecido no meio académico e industrial por sua exceléncia na investigagao da
capacidade antioxidante (HUANG, OU, PRIOR, 2005). Dentre elas, ressalta-se a utilizagdo e
importancia do radical peroxila como pro-oxidante, o qual ¢ intermediario da peroxidagao

lipidica, principalmente em membranas celulares. Além disso, este método ¢ capaz de detectar
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ambos compostos hidrofilicos e lipofilicos, a depender do solvente utilizado (PRIOR, WU,
SCHAICH, 2005). Outra vantagem se da pelo emprego da analise de fluorescéncia, sem que
haja grandes interferéncias de compostos coloridos presentes nas amostras (LIMA, 2008).
Ainda, segundo pesquisadores, o método ORAC ¢ o que melhor representa a atividade
antioxidante de fendis em sistemas bioldgicos, uma vez que utiliza radicais livres
biologicamente relevantes e integra o tempo e grau de atividades dos agentes antioxidantes

(AWIKA et al., 2003).

4.2 Determinac¢ao da viabilidade celular

O teste do efeito do EAM sobre a viabilidade celular na linhagem HepG2 foi realizado
pelo método MTT e os resultados estdo representados na figura 6. Quando comparados com o
controle, nenhuma das concentragdes do extrato apresentou alteragdo significativa da
viabilidade celular no periodo de 12 h, o que se repetiu nas concentragdes de 31,25, 62,5 ¢
125 pg/mL ao tempo de 24 h. No entanto, nas demais concentracdes do EAM (250, 500 e
1000 pg/mL), foram observadas redugdes pequenas, mas significativas. Em contrapartida, no
periodo de 48 h, todas as concentragdes testadas promoveram redugdes significativas da
viabilidade celular.

De acordo com a norma 10993-5 da Organizagdo Internacional de Normalizagao (ISO,
2009), que trata dos testes de citotoxicidade in vitro, um composto apresenta potencial
citotoxico quando induzir a redugdo da viabilidade celular a menos de 70% da viabilidade do
grupo controle. Nessa perspectiva, somente na concentracdo de 1000 pg/mL no intervalo de
48 h, que reduziu a viabilidade celular das células HepG2 a 60,9%, o extrato pdde ser

considerado citotoxico.

Figura 6 — Determinagdo da viabilidade celular do extrato aquoso das folhas de H. speciosa Gomes em células
HepG2 pelo método MTT apos 12 (A), 24 (B) e 48 (C) horas de incubagdo nas concentragdes de 31,25, 62,5,
125, 250, 500 e 1000 ug/mL. Todas as analises foram feitas em sextuplicata. Os resultados estdo expressos como

média + desvio padrio. (*), (**) e (***) representam diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle para



valor de p < 0,05, p<0,01 ¢ p <0,001, respectivamente.
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Os resultados obtidos corroboram os estudos elaborados por Ribeiro et al. (2012), que
avaliaram a atividade citotoxica de extratos de diversas partes de H. speciosa Gomes sobre
linhagens tumorais de carcinoma de colon (HCT-8), melanoma (MDA-MB-435) e
glioblastoma (SF-295). Dentre os extratos das folhas, obtidos por extragdo metanolica,
hexanica, e por particdo de acetato de etil e de cloroférmio do extrato metandlico, nenhum
apresentou efeito antiproliferativo a concentracdo de 50 pg/mL durante 72 h de incubagdo.
Analogamente, o ensaio realizado por Endringer et al. (2009) com compostos bioativos
isolados do extrato etandlico das folhas de H. speciosa a concentragcdo final de 20 pg/mL
também ndo demonstrou efeitos inibitdrios sobre a proliferacao de linhagens tumorais, dentre
elas, a linhagem HepG2.

O método MTT ¢ um dos mais amplamente utilizados para estudos de viabilidade
celular, proliferagcdo, quimio e radiossensibilidade in vitro (MOSMANN, 1983). Comparado a
outros ensaios, ele apresenta vantagens como simplicidade e rapidez. Quando reduzido por
desidrogenases e agentes redutores presentes em células metabolicamente ativas, o sal de
MTT, hidrossoluvel e de cor amarelada, ¢ transformado em um produto de formazan com
coloragdo azul-violeta insolivel em dgua. O meio de cultura ¢ entdo removido e os depdsitos
de formazan s3o extraidos e avaliados colorimetricamente. A quantidade de cristais formados
se correlaciona positivamente com o niumero de células e sua respectiva atividade, fazendo
com que o valor da absorbancia seja proporcional ao numero de células sobreviventes
(STOCKERT et al., 2018).

Para avaliagdo do efeito do extrato sobre o acumulo de lipidios em doses seguras, as
concentragdes de 50 e 100 pg/mL foram escolhidas e utilizadas na coincubagdo com os acidos

graxos.

4.3 Induciio da esteatose hepatica

Neste estudo, o acumulo de lipidios foi induzido em células HepG2 tratadas com a
mistura dos acidos palmitico e oleico. Além disso, foi realizada coloragdo com Oil Red O, que
cora lipidios neutros de vermelho.

Como pode-se observar na figura 7, como esperado, um grande nimero de goticulas
lipidicas coradas em vermelho estdo dispostas no espacgo intracelular das células tratadas com
os acidos graxos, o que demonstra a eficacia da incubagdo com os AG em induzir a esteatose.

No entanto, ao microscopio ndo foram observadas diferencas na presenca de goticulas
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lipidicas nas células tratadas com os &acidos graxos em coincubagdo com o EAM nas

concentragdes de 50 e 100 pg/mL.

Figura 7 — Fotomicrografias representativas da coloragdo com Oil Red O e Hematoxilina de Meyer em células
HepG2 no controle (A); controle coiuncubado com extrato aquoso das folhas de Hancornia speciosa Gomes
(EAM) na concentragdo de 50 ug/mL (B); e 100 pg/mL (C); tratamento com acidos graxos palmitico e oleico

(AG) nas concentragdes de 0,33 e 0,66 mM, respectivamente (D); e tratamento AG coincubado com EAM na

concentragdo de 50 ug/mL (E); e 100 pg/mL (F). Lipidios intracelulares foram corados em vermelho. Aumento

de 400x.

O modelo de esteatose utilizado foi baseado em estudos preliminares que apontam um
claro aumento dose e tempo-dependente do acimulo de lipidios em relagdo a mistura de
acidos graxos, que se mostra mais efetiva do que a utilizagdo dos 4cidos graxos
individualmente (FARIA, 2020; GOMEZ-LECHON et al., 2007). Gémez-Lechon et al.
(2007) encontraram niveis intracelulares de lipidios em hepatocitos de cultura primaria e
células HepG2 bem préximos aos achados no figado humano esteatético apos adigdo dos
acidos oleico e palmitico e definiram a concentragdo de 1 mM na propor¢do 2:1 como a
condi¢do mais promissora do modelo. Ambos sdo acidos graxos livres de cadeia longa e os
mais abundantes no figado de individuos normais e de pacientes da MAFLD. Diversas
pesquisas evidenciam um maior efeito esteatdtico do acido oleico em contraposi¢do a um
maior efeito apoptdtico do acido palmitico.

Alguns estudos tém reportado os efeitos inibitoérios de moléculas antioxidantes,

principalmente compostos fenolicos, sobre o actimulo de lipidios em hepatdcitos. Foi
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demonstrado que a rutina, um polifenol, pode reduzir significativamente a sintese de TAG e
os niveis de colesterol. Em modelo da esteatose hepatica em células HepG2, o extrato de
mirtilo (blueberry) rico em compostos fenolicos demonstrou um efeito supressor do acumulo
de TAG.

Outro estudo realizado em condigdes semelhantes as desenvolvidas neste trabalho
avaliou os efeitos da coincubagdo do extrato de homneyberry (Lonicera caerulea) sobre a
esteatose induzida em HepG2 (PARK et al.,, 2019). De modo analogo, as diferentes
concentragdes do extrato utilizadas ndo apresentaram alteragdes significativas na coloragao
com Oil Red O. No entanto, foi observada uma expressiva redugdo no conteudo intracelular
de TAG em relagdo ao modelo sem extrato, junto a reducdo significativa da expressdo de
RNA mensageiros de fatores de transcricdo importantes na progressio da MAFLD, como
SREBP-1c ¢ PPAR-y.

No robusto estudo realizado por Xia et al. (2019), a adi¢do de um flavonoide isolado, a
a-naftoflavona, promoveu reducdes significativas e dose-dependentes no contetido de TAG e
de colesterol total. Por outro lado, nenhuma alteragdo na analise espectrofotométrica do
corante Oil Red O foi observada para os tratamentos. Além disso, anélises de PCR em tempo
real e Western blotting indicaram uma reducao significativa na expressao de TNF-a a niveis
pré e pos-traducionais. Outros ensaios demonstraram que a adicdo de a-naftoflavona pode
ainda atenuar o estresse oxidativo e a resisténcia a insulina causados pela sobrecarga de
lipidios. Assim, mais parametros sdo necessarios para a avaliagdo do efeito de um produto

natural sobre a esteatose hepatica e condigdes adjacentes.

4.4 Determinac¢ao da atividade de aminotransferases

As aminotransferases ALT e AST sdo enzimas intracelulares encontradas em diversos
orgdos, mas especialmente no figado humano e sua liberagdo do espago intracelular ¢
indicativa de dano e morte hepatocelular. Por isso, a anélise dos niveis séricos de ALT e AST
¢ frequentemente utilizada no diagnostico ndo invasivo de doengas hepdticas, incluindo a
MAFLD (BROTOS e SIKARIS, 2013).

Como mostra a figura 8, os tratamentos com extrato nas concentracdes de 50 e 100
png/mL promoveram reducdes significativas nos niveis de ALT no sobrenadante celular do
grupo tratado com 4cidos graxos. No entanto, ndo foram observadas alteracdes significativas

nos niveis de AST.
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Figura 8 — Niveis de alanina aminotransferase (A) e aspartato aminotransferase (B) no sobrenadante celular do
tratamento controle e com acidos graxos palmitico e oleico (AG) nas concentragoes de 0,33 e 0,66 mM
coincubados com o extrato aquoso das folhas de H. speciosa Gomes (EAM) nas concentragdes de 0, 50 e 100
pg/mL em células da linhagem HepG2. Todas as analises foram feitas em quadruplicada. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padro. (*) e (**) representam diferencga estatistica em relagdo ao grupo controle
para valores de p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente.
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Estes resultados indicam que ndo houve dano significativo nas células
com esteatose hepatica, induzida por AG. Entretanto, a reduc¢ao dos niveis de ALT observada
na coincubacdo dos acidos graxos com o EAM pode indicar um potencial efeito protetor
contra o dano hepéatico. Diferentemente da AST, a ALT ¢ encontrada unicamente no espago
citoplasmatico e por isso estaria mais sujeito a a¢do do extrato que eventualmente ¢
incorporado pelas células e cuja extensdo ndo atinge organelas, como as mitocondrias, onde a
AST esta mais presente. (BORLAK, CHOUGULE, SINGH, 2014).

Em estudo similar do modelo in vitro da esteatose hepatica em células HepG2, Faria
(2020) também nao observou alteracdo significativa nos niveis de ALT e AST sobre
concentragdes de 1 ¢ 2 mM dos 4acidos oleico e palmitico (2:1). Concomitantemente, a
viabilidade celular e citotoxicidade, determinadas pelos métodos MTT e da enzima lactato-
desidrogenase, ndo sofreram alteracdes significativas em decorréncia da sobrecarga lipidica.
No entanto, foram observados niveis reduzidos de glutationa, o principal antioxidante
produzido pelas células, indicando uma deplecdo dos sistemas de defesa antioxidante.

Em outro modelo da MAFLD na linhagem HepG2, pesquisadores verificaram que a
condi¢cdes de hiperglicemia (meio de cultura a 4,5 g/L), os niveis de ALT e ALP (fosfatase-
alcalina), outra enzima marcadora de dano hepatico, se encontravam significativamente
elevados quando comparados a condicdo normoglicémica (1 g/L), equivalentes a adotada

neste trabalho (SU et al., 2019). Neste mesmo estudo, também foram avaliadas a
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citotoxicidade e atividade metabolica através dos métodos da lactato-desidrogenase ¢ MTT,
nas quais ndo se observou nenhuma diferenca significativa em ambos os tratamentos.

No estudo de Xia et al. (2019) citado anteriormente ¢ que demonstrou resultados
promissores da adicdo de a-naftoflavona sobre o modelo in vitro da esteatose hepatica,
reducdes significativas foram também observadas nos niveis de ALT e AST em um carater
dose-dependente. No entanto, apesar de semelhante, este estudo apresenta varias divergéncias
em relacao ao trabalho discutido aqui, o que dificulta a extrapolagdo dos resultados. Dentre
tais divergéncias, ¢ possivel destacar o desenho experimental da incubacao de a-naftoflavona,
que foi adicionada durante as 24h finais do tratamento de 48h com &cido oleico na
concentragao de 0,1 mM.

Neste trabalho, foi observado pela primeira vez o efeito in vitro das folhas de mangaba
sobre a esteatose hepatica. Ainda assim, ¢ importante ressaltar que o efeito do extrato sobre o
acumulo de lipidios foi avaliado de maneira qualitativa e, por isso, estudos complementares
precisam ser realizados para sua melhor compreensdo e caracterizacdo. Sao multiplas as
possibilidades de estudo de um possivel agente terapéutico em modelos in vitro, como a
aplicagdo de um tratamento anterior, simultaneo e posterior a indugao do fendtipo da doenca.
Desse modo, torna-se ainda mais evidente a necessidade de se realizar ensaios adicionais para
a analise de parametros mais robustos acerca do efeito do extrato sobre a esteatose induzida in

vitro e o estresse oxidativo associado.

5 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que o extrato aquoso das folhas de H.
speciosa Gomes apresenta um alto potencial antioxidante in vitro sem alterar a viabilidade de
células HepG2 em 12 e 24 horas. No entanto, ndo foram observadas diferencas na presenga de
goticulas lipidicas nas células com esteatose induzida por 4cidos graxos apoOs coincubacdo
com o extrato. Ainda assim, o tratamento com o EAM reduziu significativamente os niveis de
ALT, indicando um possivel efeito hepatoprotetor. Para a continuidade do estudo,
investigacdes mais robustas, como a analise quantitativa de lipidios e da expressdo de
moléculas e vias bioquimicas envolvidas no espectro da MAFLD, se fazem necessarias para a

avaliacdo do potencial terapéutico das folhas de mangabeira.
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