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RESUMO

O cerrado € um dos grandes biomas brasileiros, sendo o segundo maior da América
do Sul, possuem a nascentes de enormes bacias hidrograficas. Com plantas com
caracteristicas tipicas deste bioma, um dos grandes destaques € o pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.), caracterizada como uma planta frutifera e
oleaginosa. Além da importancia do fruto na culinaria local, a polpa do pequi vem
se mostrando em pesquisas recente como um produto natural com exceléncia em
atividades antioxidantes. A Diabetes Mellitus do tipo 2, caracterizada pela
hiperglicemia sanguinea, é umas das principais causas de morte em todo o mundo,
€ de grande valia a busca por fitoterapicos capazes de promover um tratamento
auxiliar, agindo sobre enzimas de importancia para o controle glicémico, diminuindo
os danos que podem ser causados nos tecidos. O objetivo do presente trabalho foi
caracterizar a capacidade antioxidante, antiglicante e enzimatica-inibitoria de um
dos subprodutos, a casca, do pequizeiro com e sem espinho, fracionadas e
avaliando a atividade de cada. Para isto foram aplicados diversos ensaios para a
atividade antioxidante, avaliando a Capacidade De Absor¢cdo Do Radical Oxigénio
(ORAC), o Potencial Antioxidante Redutor Férrico (FRAP), e por fim o Método
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), demonstrando a atividade antioxidante de
ambas as amostras. O modelo enzimatico foi realizado com a inibicdo da a-amilase,
na qual a fracao de acetato de etila também se mostrou capaz de inibir a acdo da
a-amilase em ambas as amostras, e da a-glicosidase, onde somente a fragéo
diclorometano da amostra sem espinho e o extrato bruto etandlico da amostra com
espinho apresentaram capacidade inibitéria em baixa porcentagem. Para a
atividade antiglicante, nos modelos utilizados, as fragdes da amostra sem espinho
se sobressaem. Além disso, ensaios ex vivo foram realizados, que demonstraram
a protecdo de cada amostra sob o tecido hepatico. Estudos anteriores ja
demonstraram uma boa atividades presente nos frutos do pequi. Porém outro
aspecto tratado como subproduto do fruto, a casca, demonstra ter efeito relevante
nas complicagdes de doengas cronicas em ensaios in vitro. Além disso, as fragdes

de casca demonstraram segurancga, sem a presenca de danos hepaticos.

Palavras-chave: Pequi, Produtos Naturais, Espécies Reativas de Oxigénio

xi



ABSTRACT

The cerrado is one of the great Brazilian biomes, being the second largest in South
America, with the headwaters of huge hydrographic basins. With plants with typical
characteristics of this biome, one of the highlights is the pequi tree (Caryocar
brasiliense Camb.), characterized as a fruit and oleaginous plant. In addition to the
importance of the fruit in the local cuisine, the pequi pulp has been shown in recent
research as a natural product with excellence in antioxidant activities. Type 2
Diabetes Mellitus, characterized by blood hyperglycemia, is one of the main causes
of death worldwide, the search for herbal medicines capable of promoting an
auxiliary treatment, acting on enzymes of importance for glycemic control, is of great
value. the damage that can be caused to the tissues. The objective of the present
work was to characterize the antioxidant, antiglicant and enzymatic-inhibitory
capacity of one of the by-products, the peel, of the pequi tree with and without thorn,
fractionated and evaluating the activity of each. For this, several tests were applied
for the antioxidant activity, evaluating the Oxygen Radical Absorption Capacity
(ORAC), the Ferric Reducing Antioxidant Potential (FRAP), and finally the DPPH
Method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), demonstrating the antioxidant activity of
both samples. The enzymatic model was carried out with the inhibition of a-amylase,
in which the ethyl acetate fraction was also able to inhibit the action of a-amylase in
both samples, and of a-glucosidase, where only the dichloromethane fraction of the
sample without thorn and the crude ethanolic extract of the sample with thorn
showed a low percentage of inhibitory capacity. For the antiglycant activity, in the
models used, the fractions of the sample without spine stand out. In addition, ex vivo
assays were performed, which demonstrated the protection of each sample under
the liver tissue. Previous studies have already demonstrated a good activity present
in pequi fruits. However, another aspect treated as a by-product of the fruit, the peel,
has been shown to have a relevant effect on the complications of chronic diseases
in in vitro assays. In addition, the shell fractions demonstrated safety, without the

presence of liver damage.

Keywords: Pequi, Natural Products, Reactive Oxygen Species
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1. INTRODUGAO
1.1.  CONSIDERACOES GERAIS

O cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando cerca de
23,3% do territorio nacional, neste espago encontram-se as nascentes das trés
maiores bacias hidrograficas sul-americanas, resultando em um elevado potencial
aquifero que favorece sua biodiversidade (BRASIL, 2022). O Caryocar brasiliense
Cambessedes (Camb.), popularmente conhecido como pequizeiro, € uma planta
perene tipica desse bioma, podendo ser classificada como frutifera ou oleaginosa
(CALDEIRA et al., 2021). Encontrada em mais de doze estados brasileiros mais o
Distrito Federal, possui fisionomia comum as plantas deste bioma, sendo pouco
exigente quanto a fertilizagao do solo. A elevada concentracdo de minerais em seus
frutos surpreendem quanto sua capacidade nutricional, conduzindo a hipotese do

pequizeiro ser um eficiente extrator de nutrientes (Rodriguésia, 2010).

O fruto do pequizeiro, o pequi, € tradicionalmente utilizado na culinaria
regional, sendo muito apreciado em diversas formas de preparo, até mesmo como
acompanhamento em alguns pratos tipicos, porém a farinha do epicarpo,
juntamente com a do mesocarpo, € rica em fibras alimentares e carboidratos,
cinzas, magnésio, calcio, manganés e cobre (CARVALHO; PEREIRA; ARAUJO,
2015). Além disso, os habitantes locais também integram o 6leo dessa planta em
sua medicina tradicional contra gripes, doengas inflamatérias, cicatrizagdo de
feridas, lesdes gastricas, disfungcbes menstruais, doencas oftalmolégicas e
hepaticas, e chegam a empregar no controle de tumores (BRAGA et al., 2022,
JUNIOR et al., 2020). Os frutos do pequi podem ou ndo apresentar espinhos em
seu carog¢o (KERR; SILVA; TCHUCARRAMAE, 2007). Neste trabalho foi utilizada
amostras da casca de ambos os tipos de pequizeiro, carogo com e sem espinho,

buscando avaliar e comparar as amostras dos dois tipos de carogo.

Estudos recentes, utilizando modelos animais, mostram o potencial do C.
brasiliense na atividade anti-inflamatdria, anti- edematogénico e anti-hiperalgésico,
em camundongos (JUNIOR et al., 2020). Também tem se mostrado bastante



efetivo em testes in-vitro sobre sua atividade antioxidantes, reduzindo os niveis de

espécies reativas livres (ROLL et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio, conhecidas como EROs (do inglés reactive
oxygen species, ROS), produzidas durante processos fisiologicos tém efeitos
deletérios sobre os componentes celulares e tecidos conjuntivos, podendo causar
danos cumulativos no tecido com o passar o tempo, o0 que resulta em
envelhecimento e doengas degenerativas (ROLL et al., 2018; ROMANO et al.,
2010). Apesar de prejudiciais as EROs e as espécies reativas de nitrogénio, ERNs,
sao importantes na manutencdo da homeostase celular, além de importantes
mensageiros na sinalizacdo redox (RIDDLE, 2007). O préprio organismo possui
mecanismos de defesa contra esses radicais livres, porém o dano oxidativo as
mitocdndrias pode levar a um circulo vicioso, onde a quantidade de radicais fica
cada vez maior, levando a um aumento progressivo do dano causado (RIDDLE,
2007; VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 2012; YAN, 2014).

Nesse pretexto da manutengao dos radicais livres, tem crescido a busca por
fontes de redugao do estresse oxidativo, principalmente de fontes naturais ricas em
polifendis (VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 2012). A presenga de
polifendis nas plantas possui acao protetora contra os fatores ambientais nocivos a
elas e o ataque de microrganismos (MANACH et al., 2004). Milhares de compostos
polifendlicos ja foram descritos, caracterizados pela presenga de pelo menos um
anel aromatico em sua molécula e em geral existem na forma de glicosideos
(VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 2012).

A Organizagao Mundial de Saude define a Diabetes Mellitus como uma das
principais causas de morte em todo o mundo atualmente, acometendo 1,5 milhdes
de pessoas anualmente. A Diabete Mellitus do tipo 2 € mais comum em adultos do
que o tipo 1, é caracterizada pela alta concentragao de agucar sanguinea, levando
ao longo do tempo a severos danos a diversos tecidos, atingindo o coracéo, os
vasos sanguineos, os rins, os olhos e os nervos (“Diabetes”, 2022). A busca por
fitoterapicos capazes de promover um tratamento auxiliar é de grande valia.
Compostos estes que possam tanto agir sobre enzimas de importancia para o

controle glicémico, quanto auxiliar nos danos que a glicose em excesso no



organismo pode causar, como o aumento das EROS e a reagdo com proteinas e
aminoacidos formando AGEs, apresentando um efeito protetor para os tecidos
atingidos (DE SOUSA et al., 2004; FRANCO et al., 2020).

Estudos anteriores ja demonstraram boa atividades protetora contra
inflamacdes e o estresse oxidativo presentes nos frutos no pequi (BRAGA et al.,
2022; ROLL et al., 2018). Porém outro parte tratado como subproduto do fruto, a
casca, pode ainda apresentar esses mesmos resultados, visto sua importancia na
manutengdo do fruto. A partir destes pontos que este trabalho busca o
fracionamento do extrato etandlico da casca de duas amostras, com e sem espinho,
cedidas pela Estacdo Experimental da Fazenda Agua Limpa, da Universidade

Federal de Uberlandia, a fim de analisar suas atividades e comparara-las entre si.

1.2. OBJETIVOS GERAIS

Procura-se elucidar neste trabalho as propriedades das particdes da casca
do C. brasiliense, antioxidante, antiglicante e inibidor enzimatico. Além de avaliar a

segurancga das fragdes em tecido hepatico.

1.3.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Fracionar o extrato bruto, pelos solventes: hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol, e avaliar o potencial da casca quanto a:

o determinar quantitativamente por meio de métodos de
prospeccao fitoquimica as proporg¢des de flavonoides e fendis
totais.

o capacidade antioxidante, avaliando a Capacidade De
Absorcdo Do Radical Oxigénio (ORAC), o Potencial
Antioxidante Redutor Férrico (FRAP), e por fim o Método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila);

o capacidade antiglicante, pelos métodos de antiglicacdo de
BSA/frutose, = BSA/metilglioxal,  arginina/metilglioxal e
lisina//metilglioxal;

o inibicdo das enzimas a- amilase e a-glicosidase;



o avaliar a protecao do tecido hepatico pelas fragdes, utilizando
o método de FRAP, como antioxidante no tecido; peroxidagao

lipidica; e a producao de radiais livres;

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. EXTRACAO, PARTICIONAMENTO E DILUIGAO DOS EXTRATOS

Para a obtencgao do extrato bruto, foram utilizadas 500 g da casca secas do
C. brasiliense. Foi feita a maceragao estatica, onde o material permaneceu imerso
em 2,5 litros do solvente etandlico (proporgao de 1:5 m/v) durante seis dias em
média. Apds esse periodo, a solugdo com os extrativos foi filtrada e o solvente
removido em rotaevaporador sobre pressao reduzida a 40° C. O residuo do material
vegetal foi entdo remacerado por mais duas vezes, utilizando-se o solvente
recuperado na rotaevaporagao. O extrato foi congelado e liofilizado para a remogao

de agua e posteriormente utilizado para o particionamento.

Para o particionamento, foi feita a diluigdo de 5g do extrato bruto em 50 mL
de solugdo hidrometandlica na proporgao de 1:9. Misturou-se a solugao
hidrometandlica com o extrato bruto, depois filtrou-se a solugdo em papel filtro com
o auxilio de funil comum. A massa residual no papel filtro foi descontada para
avaliagao do rendimento final de cada fracdo. Utilizando-se de um funil de bromo a
particdo foi realizada com solventes de polaridade crescentes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, completando-se com o residual que foi
denominado de fragao agua. Para tal foi realizada trés extracbes com 50 mL de
cada solvente. Os solventes foram rotaevaporados com pressao reduzida a 40°C,
congelados e liofilizados para a remogdo da agua remanescente e em seguida
armazenados a -20° C (FRANCO et al., 2020).

2.2. PROSPECCAO FITOQUIMICA



A prospeccao fitoquimica teve por finalidade a caracterizagdo dos
compostos fendlicos nas fragdes, determinando quantitativamente as
concentracbes de flavonoides, taninos condensados e fenois totais (ZOU et al.,
2011).

2.2.1. DETERMINAGCAO DE FLAVONOIDES

Adicionou-se 30 uL de cada fragdo de 10 mg/mL em triplicada em uma placa
de 96 pocos, foi acrescentado 180 pL de agua milli-Q e 10 pL de solugao de 5% de
NaNO2 em todos os pogos com pipeta multicanal e incubou por 6 minutos a 25° C.
Adicionou-se 20 pL de AICI3 a 10% (m/v) que permaneceu em repouso por 6
minutos, sendo posteriormente adicionados a mistura 60 yL de solugédo NaOH 4%
e incubado por mais 15 minutos. A curva padrao foi preparada para analise dos
dados utilizando-se quercetina (QE) nas concentragdes de 7,81, 15,625, 31,25,
62,5, 125, 250, 500, 1000 yg/mL. Tanto a curva padrao quanto o branco (medida
negativa com etanol) foram adicionados na mesma proporcao das fragdes nos
pocos (30 pL). A placa foi lida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de
510 nm, onde o branco foi descontado das amostras posteriormente. Tais medidas
foram expressas em mg de equivalentes de quercetina por grama de material
vegetal (mg QE/g) (ZOU et al., 2011).

2.2.2. DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

Adicionou-se 5 uL de cada fragdo de 10 mg/mL em triplicada em uma placa
de 96 pocgos. Posteriormente, foi acrescentado 195 uL de agua milli-Q e 25 pL de
reagente Folin-Ciocalteu em todos os pogos com pipeta multicanal e incubou-se
por 6 minutos a 25° C. Ainda nos pogos, adicionou-se 75 pyL de Na2CO3 a 7% e foi
incubado por duas horas no escuro a 25° C. A curva padrao foi preparada para
analise dos dados utilizando-se acido galico (GAE) nas concentragbes de 7,81,
15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 ug/mL. Tanto a curva padrao quanto o
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branco (medida negativa) foram adicionados na mesma proporgéo do extrato (5
ML). A placa foi lida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 765 nm,
onde o branco foi descontado das amostras posteriormente. Tais medidas foram
expressas em mg de equivalentes de acido galico por grama de material vegetal
(mg GAE/Q) (ZOU et al., 2011).

2.3. ENSAIOS ANTIOXIDANTES
2.3.1. CAPACIDADE DE ABSORCAO DO RADICAL OXIGENIO (ORAC)

Este ensaio avaliou a atividade antioxidante através da inibicdo da oxidacao
da fluoresceina, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de
hidrogénio ou de elétrons de moléculas antioxidantes. Assim o azobis foi utilizado
para produzir o radical peroxil por aquecimento, o que degrada a molécula

fluorescente, resultando na perda de fluorescéncia (FRANCO et al., 2018).

Para o ensaio todos os reagentes foram preparados com tampado ORAC a
75 mM e pH 7,4. Preparou-se o radical Azobis a 153 mM em tampé&o, cobrindo com
papel aluminio para evitar a reacdo do radical com a luz. Ja a curva padrao foi
realizada com Trolox (pesou-se 0,0125g de Trolox em 5 mL de tampdo ORAC) e
diluiu serialmente para as concentragcdes de 7,81, 15,625, 31,25, 62,5, 125 e 250
MM. Preparou-se fluoresceina em tampao ORAC na concentragédo de 8,5 x 10-5

mM de fluoresceina.

Em uma microplaca de 96 pogos de cor preta pipetou-se 25 pyL do extrato
em duplicata. Na curva pipetou-se a mesma quantidade dos extratos e para o
controle positivo pipetou-se solugdes de acido ascorbico, acido galico e quercetina
nas mesmas concentracdes das fragdes. Para o Branco, acrescentou-se 25 L de
tampao ORAC em triplicata na microplaca, o valor obtido foi entdo descontado da
absorbancia das amostras e da curva padrdo. Adicionou-se a todos os pogos 150
ML da solugao de fluoresceina a concentragao de 8,5 x 10-5 mM e momentos antes
da leitura ainda se acrescentou 30 pL da solucdo de Azobis. Utilizou-se o

espectrofluorimetro para analise da fluorescéncia, com excitagdo a 485 nm e



emissao a 528 nm, em temperatura de 37 °C durante 90 minutos em um intervalo

de leitura de 90 segundos. Os resultados foram expressos em pmol Trolox eq/g.

2.3.2. POTENCIAL ANTIOXIDANTE REDUTOR FERRICO (FRAP)

Este método colorimétrico € uma avaliagao indireta para a determinacao
antioxidante. Nele os antioxidantes presentes na amostra reduzem Fe3+ a Fe2+, 0
qual é quelado pela 2,4,6-tri (2 piridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo
Fe2+ - TPTZ, de coloragao azul, lida no comprimento de onda de 593 nm (BENZIE;
STRAIN, 1996).

Inicialmente, preparou-se o tampéao de acetato de sédio a 0,3 M e pH 3,6.
Em seguida preparou-se uma solucdo de HCI a 40 mM, armazenado em
temperatura ambiente. A solugcdo anterior foi utilizada no preparo da solugdo de
TPTZ a 10 mM, que foi armazenando em frasco ambar e mantido sob refrigeragao.
A solugcao com ion férrico (Fe3+) foi preparado pesando-se 0,108 g de cloreto

férrico, diluindo-o em 20 mL de agua destilada.

Utilizando-se as solugdes de TPTZ e a solugao de cloreto férrico, juntamente
com o tampao de acetato de sodio, preparou-se o reagente FRAP, na seguinte
proporgao: 10 partes de tampao de acetato de sodio para 1 parte de cada solugéo,
1 parte de solugcao TPTZ e 1 parte de solucao de cloreto férrico. Para a curva padrao
foi utilizado Trolox (pesou-se 0,0125g de Trolox em 5 mL de tamp&o FRAP) e diluiu
serialmente para as concentracdes de 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150 e 200 pM. Para
o controle positivo preparou-se solugdes de acido ascérbico, acido galico e

quercetina nas mesmas concentracdes das fragoes.

A reacao foi feita em microplaca de 96 pocos adicionando-se 10 uL da
amostra ou as diluigdes da curva Trolox, mais 25 uL de agua destilada e 250 pL
tampao FRAP. Apds a preparacao da placa, incubou-se a mesma por 6 minutos a
37°C. Apos incubacédo, leu-se a placa em espectrofotdbmetro em 593 nm de
absorbancia. Os dados obtidos sao expressées como pmol Trolox eq/g.



2.3.3. METODO DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Tal método baseia-se na doagado de um elétron ou hidrogénio da amostra
para o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), quando ha reagéo de redug¢ao do
radical no po¢o da microplaca ha indicagdo positiva de absorbancia que ¢ lida a
517 nm (YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001). Foi realizado o ensaio de IC50 para avaliar
a concentragcdo necessaria para que cada fracdo atinja 50% da capacidade

inibitéria, construindo uma curva para cada fragao.

Primeiramente a solugdo de DPPH foi preparada a uma concentragao de
0,06 mM. Com a concentracdo do DPPH devidamente corrigida iniciou-se o
processo de pipetagem em microplaca, adicionando 75 uL da amostra testada e
mais 225 pL da solugdo DPPH e incubando por 30 minutos a 30° C e ao abrigo da
luz. Ao final da incubacao, foi feita a leitura da placa no comprimento de onda de
517 nm. Para obtencao dos valores de branco foram pipetados em outra microplaca
50 pyL das amostras testadas e adicionou-se 200 pL de metanol em cada poco,

lendo a placa em espectrofotébmetro.

Abs controle — (Abs amostra — Abs branco)

CA =)= ( ).100 Equacio 1

Abs controle

Onde: CA é Capacidade Antioxidante, Abs controle é a absorbancia inicial
da solugcéo metanolica de DPPH, Abs amostra é a absorbancia da mistura (DPPH

+ amostra), Abs branco é a absorbancia da amostra em metanol.

2.4. DETERMINAGCAO DA INIBIGAO ENZIMATICA
2.4.1. INIBICAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE

As particdes da casca do pequizeiro foram analisadas quanto a sua
capacidade de inibicdo sobre a enzima a-amilase pelo método GALC2CNP
modificado, onde foram necessarios o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-B-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (GAL-G2-a-CNP) e fragao de saliva enriquecida com a



enzima a-amilase salivar (JUSTINO et al., 2018). A amostra de saliva foi obtida pelo
método de salivagao, onde o individuo voluntario salivou e, posteriormente, esta foi
submetida a cromatografia e com isso foi obtido fragdo enriquecida em a-amilase
salivar que foi armazenada a -20°C. No momento de realizag&o do teste a saliva foi
entdo descongelada e centrifugada a 12000xg por 10 minutos a 20°C. O
sobrenadante foi fracionado em uma coluna de Q-Sepharose, fazendo uso de
tampao contendo 50 mM de Tris-HCL (pH 8,0), 10 mM de EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) e 10 mM de EGTA (acido etilenoglicol tetra-acético).
O volume de exclusdo da coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tamp&o de
bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7,0, liofilizado e solubilizado em 50 mM de
tampao acido 2-(N-morfolino) - etanossulfénico (MES), contendo 5 mM de CaCl2,

140 mM de tiocianato de potassio e 300 mM de cloreto de sddio pH 6,0.

Foram utilizadas as fragdes diluidas a uma concentracédo de 5 mg/mL, sendo
incubadas com a fragdo enriquecida de amilase (propor¢do 1:10) durante 30
minutos a 37°C. A reagao iniciou-se com a adi¢cao de 320 yL do substrato GAL-G2-
a-CNP (12 mM) e as absorbancias foram medidas utilizando comprimento de onda
de 405 nm, durante 3 minutos com intervalos de 1 minuto, a 37°C. O controle
positivo utilizado foi a Acarbose, diluida na mesma concentragao das fragoes. Além
do controle positivo, foi incluido dois acidos isolados, que sao identificados pela
literatura como abundante no C. brasiliense, o acido elagico e o acido galico,
diluidos a 5 mg/mL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata, com diferentes
concentracdes de extrato afim de determinar a menor concentracdo de amostra que
atingiu 50% de inibigdo da enzima (IC50). Os resultados foram apresentados em
porcentagem de inibicdo da a-amilase que foi calculado pela Equagao 4 que segue
abaixo. Equagbes 2 e 3 determinaram a atividade da enzima em U.m/L e %,

respectivamente, e foram utilizadas no calculo da inibicdo (JUSTINO et al., 2018).

Atividade de a« — amilase (U/mL) = [(6Abs/minuto).Vf.Fd].éVs.l Equacio 2

o ) (A amostra) _
Atividade da a — amilase (%) = |[——— (. 100 Equacio 3

A controle

Inibicido em % = 100 — (Atividade da a — amilase em %) Equacio 4



Onde, dAbs /minuto significa a diferenga das absorbéancias por minuto (Abs3-
Abs1/2); (Abs = Absorbancia;); Vf € o volume total da reagao (328uL); Vs é o volume
de amostra de fragdo somado com a enzima a-amilase que corresponde a 8 uL; Fd
€ o fator de diluicdo da saliva (50); ¢ € o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-
nitrofenol; | consiste no comprimento de percurso da luz (0,97); A controle é a
atividade da a-amilase e A amostra € a atividade da a-amilase na presenca das

fracoes.
2.4.2. INIBICAO DA ATIVIDADE DA o-GLICOSIDASE

O ensaio de inibicdo da enzima a-glicosidase foi feito utilizando-se fragcéao
enriquecida em a-glicosidase obtida a partir de solugéo preparada com 0,1 g de p6
cetdnico de intestino de rato diluido em 3 mL de tampéo fosfato de potassio a 50
mM. A fragdo obtida foi centrifugada a 12000g por 30 minutos, sendo o
sobrenadante coletado. O controle positivo utilizado foi a Acarbose, diluida na
mesma concentracéo das fragdes (5 mg/mL) e assim como no ensaio anterior, foi
utilizado os acidos elagico e acido galico, a 5 mg/mL, além da quercetina na mesma
concentracdo. Foram utilizados 75 pL do sobrenadante que contém a enzima,
adicionou-se 30 pL de Glutationa reduzida (GSH) 1,5 mM e por fim 15 pL de
amostra ou do controle positivo. A solugao contendo a enzima, o GSH e a amostra
foram incubadas a 37°C por 20 minutos. Posteriormente em uma placa de 96 pocos
e adicionou-se 50 uL da solugao anterior e 220 de substrato (p-nitrofenil-alfa-D-
glicopiranosideo (301,25 g/mol) a 4 mM). O ensaio cinético foi conduzido a 405 nm
durante 30 minutos com intervalos de leitura a cada 5 minutos e os resultados foram
expressodes pela porcentagem de inibigdo, dada pelo Equagédo 5 (FRANCO et al.,
2020).

Inibicao da a — glicosidase (%)

B <(ASC controle — ASC amostra)

.100 E ao 5
ASC controle > quagao
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Onde: ASC controle € a area sob a curva na auséncia da fracdo, e ASC

amostra é a area sob a curva na presenca da fragao.

2.5. INIBIGAO DA FORMACAO DE PRODUTOS DE GLICAGAO
AVANCADA (CAPACIDADE ANTIGLICANTE)

O ensaio contou com a preparagao de quatro conjuntos de micro tubos

distintos, ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1 : conjuntos dos grupos de tubos preparados para o ensaio

1° conjunto

S&o0 os que possuem amostras que foram testadas (450 pL
de tampéao fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02%
de azida), 150 pL da solugao de proteina (albumina sérica
bovina) ou aminoacido (arginina ou lisina), 150 uL da
solugdo contendo o agucar glicante (frutose ou metilglioxal)
e 50 pyL do agente antiglicantes (extratos particionados da

casca do C. brasiliense e os acidos elagico e galico)

2° conjunto

Onde n&o houve glicagdo, contendo 450 pyL de tampéao
fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de azida),
150 pL da solugao de proteina (albumina sérica bovina) ou
aminoacido (arginina ou lisina), 150 uL da solugao contendo
0 agucar glicante (frutose ou metilglioxal) e 50 uL de
quercetina (inicialmente com 10 mg/mL e diluida

serialmente mais seis vezes)

3° conjunto

Sendo considerado o controle negativo, onde ocorreu a
glicacao, contendo 450 uL de tampéao fosfato 200 mM a pH
7,4 (adicionado de 0,02% de azida), 150 uL da solugao de
proteina (albumina sérica bovina) ou aminoacido (arginina
ou lisina), 150 pL da solugdo contendo o agucar glicante

(frutose ou metilglioxal) e 50 L de agua

11



4° conjunto Consistindo no controle branco, onde ndo houve a presenca
de frutose e de agentes antiglicantes, contendo 600 uL de
tampéo fosfato 200 mM a pH 7,4 (adicionado de 0,02% de
azida), 150 yL da solugdo de proteina (albumina sérica

bovina) ou aminoacido (arginina ou lisina) e 50 uL de agua

As amostras foram incubadas por 3 dias em condi¢des de privagao de luz a
37°C (FRANCO et al., 2020).

2.5.1. ENSAIO DE ANTIGLICAGAO: MODELO BSA (ALBUMINA SERICA
BOVINA) /[FRUTOSE

Este método utiliza da proteina BSA diluida em tampdo fosfato a uma
concentracado de 50 mg/mL e frutose 1,25 mM em tampéao fosfato, preparando os
conjuntos de acordo com a Tabela 1. Apds a incubagao foram adicionados 800 pL
de acido tricloroacético 20%, posteriormente centrifugou-se os tubos a 10000g por
10 minutos e descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 800 pL
de tampao fosfato. Foram pipetados 300 uL da solugéo de pellet ressuspendido em
placa de 96 pocos preta, foi pipetado somente tampéao fosfato em alguns pocgos
para que fosse descontado seus valores das demais amostras. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de excitacao (350 nm) e de emiss&o (420 nm).
A porcentagem de inibicao foi calculada conforme a Equacao 6 (FRANCO et al.,
2020).

(IF amostra — IF branco).

1G (%) = 100 — ( 100) Equacio 6

(IF controle — IF branco)

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presenga da fragao, IF
branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose e fragao, e IF controle

a intensidade de fluorescéncia na auséncia da fracao.
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2.5.2. ENSAIO DE ANTIGLICAGAO: MODELO BSA/METILGLIOXAL

Para o método foi utilizado da proteina BSA diluida em tampéao fosfato a uma
concentracado de 50 mg/mL e metilglioxal 53,3 mM em tampéao fosfato, preparando
os conjuntos conforme a Tabela 1. Posteriormente, realizou-se a centrifugagao dos
tubos a 10000g por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo
o pellet em 800 pL de tampao fosfato, foram pipetados 300 yL de amostra na
microplaca preta de 96 pocos, foi pipetado somente tampao fosfato em alguns
pocos para que fosse descontados seus valores das demais amostras. A leitura foi
entéo realizada em comprimento de onda de excitagédo (340 nm) e de emisséo (380
nm). A porcentagem de inibicdo foi calculada pela Equagédo 6 (FRANCO et al.,
2020).

(IF amostra — IF branco).
(IF controle — IF branco)

1G (%) = 100 — ( 100) Equacio 6

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presencga da fracéao, IF
branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de metilglioxal e da fracao, e IF

controle a intensidade de fluorescéncia na auséncia da fragao.

2.5.3. ENSAIO DE ANTIGLICAGAO: MODELO ARGININA/METILGLIOXAL

Método utilizando da arginina 106,6mM em tampao fosfato e metilglioxal a
53,3 mM em tampao fosfato, os tubos foram preparados conforme a Tabela 1.
Realizada a incubacao, foram pipetados 300 uL de amostra na microplaca preta de
96 pogos, foi pipetado somente tampao fosfato em alguns pogos para que fosse

descontado seus valores das demais amostras. A leitura devera ser realizada em
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comprimento de onda de excitacdo (340 nm) e de emissdo (380 nm). A

porcentagem de inibigao foi calculada pela Equagao 6 (FRANCO et al., 2020).

(IF amostra — IF branco).

1G (%) = 100 — ( 100) Equacio 6

(IF controle — IF branco)

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presencga da fracéao, IF
branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de metilglioxal e da fragéo, e IF

controle a intensidade de fluorescéncia na auséncia da fragao.

2.5.4. ENSAIO DE ANTIGLICAGAO: MODELO LISINA/METILGLIOXAL

Para o método foi utilizado do aminoacido lisina 106,6mM em tampao fosfato
e metilglioxal 53,3 mM em tampao fosfato e os conjuntos foram preparados
conforme a Tabela 1. Realizada a incubacéo, foram pipetados 300 pL de amostra
na microplaca preta de 96 pogos, foi pipetado somente tampéao fosfato em alguns
pocos para que fosse descontado seus valores das demais amostras. A leitura
devera ser realizada em comprimento de onda de excitagao (340 nm) e de emissao
(380 nm). A porcentagem de inibigdo foi calculada pela Equacéo 6 (LIMA JUNIOR
etal., 2021).

(IF amostra — IF branco).

1G (%) = 100 — ( 100) Equagio 6

(IF controle — IF branco)

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presencga da fracéao, IF
branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de metilglioxal e da fragao, e IF

controle a intensidade de fluorescéncia na auséncia da fragao.
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2.6. ENSAIOS ex vivo EM TECIDO HEPATICO

Para avaliar os parametros oxidativos ex vivo, a indugéo da oxidagao tecidual
pelo Fe?*-ascorbato foi realizada (LIMA JUNIOR et al., 2021). Camundongos
C57BL/6 (6-8 semanas de idade, pesando cerca de 20 g) foram eutanasiados
(CEUA n°056/18) e o figado removido e congelado a -70 °C até a data do teste. As
amostras de figado foram homogeneizadas em tampao fosfato-salino (PBS) (1:10)
e depois centrifugadas a 3.000xg por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos
foram utilizados para o teste de oxidagao ex vivo. Para isso, eles foram incubados
por 60 min a 37°C com 0,01 mmol/L de FeSO4 e 0,1 mmol/L de acido ascérbico
isolado (Oxidized Hepatic Tissue — OHT), e com a adigao simultdnea das fragbes
de C. brasiliense (5000 ug/mL). Estas amostras, submetidas a oxidagéo, e um
controle de PBS isolado (Fig"), sem danos ao tecido, foram utilizadas para os testes

descritos abaixo.

2.6.1. FRAP

Para avaliar a capacidade antioxidante no tecido hepatico as amostras foram
incubadas com tampao acetato de sédio 300 mM (pH 3,6), 2,4,6-tri(2piridil)-
estriazina (TPTZ) 10 mM e cloreto férrico 20 mM (10:1:1) por 6 minutos a 37°C e a
absorbancia foi medida a 593 nm (FRANCO et al., 2020).

2.6.2. PEROXIDAGAO LIPIDICA

Acido tricloroacético (10% TCA) e acido tiobarbittrico (0,67% TBA) foram
adicionados as amostras com o tecido hepatico, esses tubos foram incubados por
120 minutos em banho-maria a 100°C. Em seguida, butanol foi adicionado as
amostras e elas foram centrifugadas a 5.000xg por 3 minutos. A leitura foi realizada
a excitagao de 515nm e emissao de 553nm (JUSTINO et al., 2019).

15



2.6.3. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O nivel de espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species, ROS) foi
quantificado pelo método proposto por Lima Junior et al., (2021). Uma mistura
contendo as amostras, diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina 10 yM (DCFH-DA)
e tampao Tris-HCI 5 mM (pH 7,4) foi incubada por 3 min a 37°C e a intensidade de
fluorescéncia foi medida a 474nm de excitagcdo e 530nm emissdo. Os resultados

sao apresentados pela area sobre a curva (ASC), utilizando a Equacéo 7.

(A controle — A amostra)

ASC =
( A controle

> .100 Equacgao 7

Sendo que A controle representa o valor de absorbancia do branco e A

amostra é o valor de absorbancia de cada amostra/controles.
2.7. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas e a confecgao dos graficos foram realizados
utilizando-se o software GraphPad Prism versao 6.0. Os dados foram expressos
como média + erro padrao da média e a analise da variancia foi realizada pelo teste
One-Way ANOVA com teste Dunnett para comparagcbes multiplas entre os
controles e as médias das amostras, One-Way e two-Way ANOVA com teste de
Tukey para comparagdes multiplas entre as médias das amostras e dos controles.

Valores de p<0.05 foram considerados significativos.

16



3. RESULTADOS

Utilizando do extrato bruto etandlico, o particionamento liquido/liquido foi
realizado, obtendo as seguintes fragdes, que foram denominadas pelo solvente

utilizado para separar os compostos, e estdo presentes na Tabela 1 abaixo.

Tabela 2: denominagao das fragdes obtidas do fracionamento do C. brasiliense

Amostra ] .
Com espinho Sem espinho

Solvente
Residual (hidrometandlica) C1 S1
Hexano N&o obteve massa suficiente S2
Diclorometano C2 S3
Acetato de etila C3 S4
n-Butanol C4 S5

A fracdo do solvente hexano da amostra com espinho ndo obteve massa
suficiente apds secagem. As fragdes foram diluidas na concentragdo de 5mg/mL
em etanol para realizagdo dos ensaios. A partir dos testes de inibigdo enzimatica
foi diluido o extrato bruto, denominado de CO para o extrato bruto etandlico com

espinho e SO para o extrato bruto etandlico sem espinho.

3.1. PROSPECGCAO FITOQUIMICA

Os resultados da prospeccéo fitoquimica pode ser observada na Tabela 3 e
na Figura 1 abaixo.

Tabela 3: Prospec¢ao fitoquimica das fragdes do C. brasiliense.

Flavonoides (mgQE/qg) Fendis totais (mg GAE/Q)
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S1 118,52 n/s
S2 153,23 50,62
S3 284,99 162,12
S4 n/s 285,97
S5 n/s 26,29
C1 105,02 2,68
C2 262,50 102,20
C3 27,25 288,88
C4 52,32 70,60
Flavondides totais Fendis totais
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Figura 1: Prospeccgdo fitoquimica das fracbes do C. brasiliense. Amostras com espinho: C1:
hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S1
hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano; S4: acetato de etila; S5: n-Butanol. Analise one-

way ANOVA indicando que n&o houve diferenca significativa entre as fragdes de mesma letra.

3.2. ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.2.1. CAPACIDADE DE ABSORGAO DO RADICAL OXIGENIO (ORAC)

Para iniciar os ensaios de estresse oxidativo in-vitro, o primeiro método foi o
ORAC, onde a alta capacidade de redugao do oxigénio foi avaliada nas fracoes,
como visto na Figura 2. Sete das nove fragbes testadas obtiveram valores préoximos
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ao controle positivo (acido ascoérbico 1193,25 ymol Trolox eq/g), estes foram: C1
(1160,07) C2 (1213,62) C3 (1184,15), C4 (1145,51), S2 (1147,06), S3 (1140,08),
S5 (1166,38). S1 (924,39) e S4 (1016,44) obtiveram valores mais baixos que os
demais. Similar ao acido ascorbico, o acido galico (1131,37) obteve uma
capacidade significativa, diferente da quercetina (824,56) que nao alcangou os

demais.
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Figura 2: Grafico da atividade antioxidante avaliada no método ORAC, em cada fracdo de C.
brasiliense. Amostras com espinho: C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de
etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano;
S4: acetato de etila; S5: n-Butanol. Analise one-way ANOVA indicando que nao houve diferenga
significativa entre as fragbes C1, C2, C3, C4, S2, S3, S5 com os controles acido galico e acido

ascorbico e entre S1 e S4. Letras iguais indicam que nao houve diferengas significativa.

3.2.2. POTENCIAL ANTIOXIDANTE REDUTOR FERRICO (FRAP)

Para este método, onde o potencial antioxidante das fragdes sob o ion férrico
€ avaliado, obtiveram valores contrastantes entre si e entre os controles. Duas

amostras se sobressairam em relacdo ao acido ascorbico (520,48 pymol Trolox
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eq/g), C2 (1220,24) e C3 (1145,71). As demais fragdes obtiveram valores inferiores:
C1 (434,76), C4 (380,71) S1 (266,67), S2 (197,38), S3 (205,71), S4 (246,67) e S5
(284,05), como demonstra a Figura 3. Os dois controles também utilizados
obtiveram os seguintes valores: quercetina 749,52 e acido galico 274,76 pmol

Trolox eq/g.
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Figura 3: Grafico da atividade antioxidante avaliada no método FRAP, em cada fracdo de C.
brasiliense. Amostras com espinho: C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de etila;
C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano; S4:
acetato de etila; S5: n-Butanol. Analise one-way ANOVA indicando que ndo houve diferenca
significativa entre C1, C4, S1, S4 e S5 e o controle acido gélico. N&o houve diferenga significativa
entre C2 e C3, e entre os controles quercetina e acido ascérbico. Letras iguais indicam que nao

houve diferengas significativa.

3.2.3. METODO DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Para a realizacdo do método DPPH, as fragdes foram diluidas seriamente

mais trés vezes a partir da concentragao de 1 mg/mL, totalizando cinco pontos para
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a curva (5, 1, 0,5, 0,25 0,125 mg/mL). Onde foi obtido o ICs0 de cada fragao: C1:
830,1 +103,3; C2: 2,4 +0,6; C3: 1,2+ 0,4; C4: 54,1 + 11,7; S1: 1833 £ 314,7; S2:
101,5+17,5; S3: 1,8 £0,2; S4: 0,2 + 0,1; S5: 191,8 + 34,29, como demonstrado na

Figura 4. O controle positivo acido ascorbico obteve 0,018 + 0,003.
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o d
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Figura 4: Grafico da atividade antioxidante pelo método DPPH, em cada fragcao de C. brasiliense.
Amostras com espinho: C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de etila; C4 n-Butanol;
amostras sem espinho: S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano; S4: acetato de etila;
S5: n-Butanol. Analise estatistica da curva néo linear (Hiperbola) indicando o ECso de cada amostra
* o erro. A analise two-way ANOVA indicando que ndo houve diferenca significativa entre as fragbes

C2, C3, S3 e S4. Letras iguais indicam que n&o houve diferengas significativa.

3.3. DETERMINAGCAO DA INIBIGAO ENZIMATIVA
3.3.1. INIBICAO a-AMILASE

A amostras que apresentaram melhores resultados inibindo a a-amilase
foram C3 e S4 (64,65% e 38,07%, respectivamente). Seguidos de S3 (15,33%), C4
(14,22%) e S2 (13,47%). O restante tivera menos de 10% de inibicdo da atividade
enzimatica: C1: 8,16%, C2: 6,3%, CO: 3,95%, S1: 8,65%, S5: 2,53% como
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apresenta a Figura 5. A fracdo SO n&o obteve capacidade inibitdria significativa. O
acido elagico apresentou 2,57% de inibicdo, enquanto o acido galico ndo teve
atividade inibitoria sob a enzima. Ja o controle positivo, acarbose, apresentou

99,03% de inibic&o.
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Figura 5: Gréfico da inibicdo da atividade da enzima a-amilase, em cada fracdo de C. brasiliense.
Amostras com espinho: CO: extrato etandlico; C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato
de etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S0: extrato etandlico; S1 hidrometandlica; S2:
Hexano; S3: diclorometano; S4: acetato de etila; S5: n-Butanol. Analise one-way ANOVA indicando
que nao houve diferenga significativa entre as fragdes C1, C2, C4, CO, S1, S2, S3, S5 e o controle
4cido elagico. SO e Acido Galico n&o inibiram a enzima em valores significativos (20). Letras iguais

indicam que nao houve diferencgas significativa.

3.3.2. INIBICAO a-GLICOSIDASE
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Para a inibicdo da a-glicosidase as amostras apresentaram pouca atividade.
Somente duas amostras, CO (3,20%) e S3 (13,64%), obtiveram a capacidade de
inibir a enzima em baixa porcentagem. A quercetina alcangou a porcentagem de
23,02 %, enquanto a acarbose 54,79% demostrados na Figura 6. Os acidos elagico

e galico ndo obtiveram inibicdo quantitativa, semelhante ao restante das amostras.
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Figura 6: Grafico da inibi¢gdo da atividade da enzima a-glicosidase, em cada fragédo de C. brasiliense.
Amostras com espinho: CO: extrato etandlico; amostras sem espinho: S3: diclorometano. Analise
one-way ANOVA indicando que ndo houve diferenca significativa entre S3 e o controle quercetina.

Letras iguais indicam que n&o houve diferengas significativa.

3.4. INIBICAO DA FORMACAO DE PRODUTOS DE GLICACAO
AVANCADA

No ensaio de antiglicagdo, dos quatro protocolos que foram executados, o
que obteve os melhores resultados para as amostras foi o BSA/frutose. CO foi a

amostra que apresentou maior porcentagem de inibicdo, 87,58%. Seguida de S3
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(85,59%), SO (82,65%), C4 (82,49%), S4 (84,48%), C2 (81,91%), C3 (81,35%), S5
(78,46%), C1 (63,07%). As amostras S2 (56,39%) e S1 (18,69%) foram as mais
baixas, como demostra a Figura 7. O controle positivo, quercetina, apresentou
100% de atividade, enquanto os acidos elagico (85,01%) e galico (94,26%) também

apresentaram 6tima atividade.

Para o método que utilizou da albumina sérica bovina, BSA, juntamente com
0 agucar redutor metilglioxal os niveis percentuais de inibigdo da glicagcédo proteica
foram inferiores ao método anterior. A fragdo S3 alcangou 44,48% dessa inibigao,
visto que essa foi a maior porcentagem inibitéria, seguidas de S4 (31,85%), CO
(31,30%) e SO (30,32%), demonstra o baixo desempenho das fragdes ao impedir a
glicagdo da BSA, como visto na Figura 7. As fragbes C2 e C4 n&o apresentaram
inibicao significativa para este método. Enquanto o controle positivo, quercetina,
obteve um total de 85,34% de inibicdo, o acido galico (84,39%) se mostrou tao
eficaz quanto o controle positivo, em contrapartida do acido elagico (10%) que n&o

teve eficiéncia na formagéo dos produtos da glicagéo.

No meétodo seguinte, utilizando o aminoacido arginina juntamente com o
metilglioxal, quatro (C1, S1, S4 e S5) das onzes fracbes testadas ndo obtiveram
sucesso ao inibir a glicacdo, como demonstrado na Figura 7. C3 (55,57%) foi a
fragdo com maior porcentagem inibitéria, seguida de S3 (43,72%) e SO (27,90%).
O controle quercetina obteve 81,90% de inibigdo, sendo superada pelo acido galico

isolado, com 83,19%. Ja o acido elagico alcangou 42,77%.

Semelhante ao principio do método anterior, utilizando o aminoacido
arginina, mais um protocolo foi realizado com a utilizagao da lisina juntamente com
0 acgucar redutor metilglioxal. Nesses métodos as fragdes obtiveram melhores
valores em relagcdo ao método com a arginina. As fragcdes C3 (66,78%), S4
(64,60%) e S3 (62,66%) foram as que melhores inibiram a glicagdo. Como pode se
observar na Figura 7, as demais fragdes ficaram abaixo dos 50%. O controle
quercetina inibiu 93,42% da glicagao neste método, seguido pelo acido galico com
89,10%. O acido elagico obteve 59,28% de inibi¢ao.
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Figura 7: Grafico da inibicdo da atividade da enzima a-amilase, em cada fragéo de C. brasiliense.
Amostras com espinho: CO: extrato etandlico; C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato
de etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S0: extrato etandlico; S1 hidrometandlica; S2:
Hexano; S3: diclorometano; S4: acetato de etila; S5: n-Butanol. Métodos BSA/frutose (A);
BSA/metilglioxal (B); lisina/metilglioxal (C); e arginina/metilglioxal (D). Letras iguais indicam que ndo

houve diferengas significativa entre si.

3.5. ENSAIOS ex vivo EM TECIDO HEPATICO
3.5.1. FRAP

Nesse método antioxidante realizado no tecido hepatico, os controles Fig- e
FigOHT obtiveram os valores: 7,53 e 5,26 umol Trolox eq/g, respectivamente.
Enquanto as fracdes alcangaram os valores de: C0O: 62,37; C1: 17,29; C2: 97,14,
C3: 113,93; C4: 43,94; S0: 62,30; S1: 13,70; S2: 41,67; S3: 96,20; S4: 108,62; S5:
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28,70 ymol Trolox eq/g, como demonstrado na Figura 8. Os acidos galico (893,16)

e elagico (139,77) também foram testados para este método.
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Figura 8: Grafico da atividade antioxidante avaliada no método FRAP, em cada fracdo de C.
brasiliense. Amostras com espinho: C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de etila;
C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano; S4:
acetato de etila; S5: n-Butano. Fig-: controles do tecido nédo lesionado e FigOHT: controle com o
tecido do figado lesionado. Andlise estatistica one-way ANOVA indicando que n&o houve diferenca
significativa entre as fragdes CO e SO, e entre C1, S1 e o controle Fig-. As fracdes C2 e S3,e C3 e
S4, também foram indicadas como significativamente iguais, além dos controles Fig- e FigOHT.

Letras iguais indicam que n&o houve diferengas significativa.

3.5.2. PEROXIDAGCAO LIPIDICA

Para o ensaio da peroxidagao lipidica as fragbes obtiveram os seguintes
valores em umoL/mg de proteina: C0: 0,0924; C1: 0,0957; C2: 0,0988; C3: 0,0794:
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C4: 0,081; S0: 0,0953; S1: 0,1078; S2: 0,103; S3: 0,1001; S4: 0,0905; S5: 0,0825,
como visto na Figura 9. Assim como os acidos galico e elagico: 0,0857 e 0,0819,
respectivamente. Os controles do tecido ndo lesionado (Fig-) e lesionado (FigOHT)

obtiveram os seguintes valores: 0,0794 e 0,1784, respectivamente.
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Figura 9: Grafico da peroxidacao lipidica, em cada fracao de C. brasiliense. Amostras com espinho:
C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3: acetato de etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho:
S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3: diclorometano; S4: acetato de etila; S5: n-Butano. Fig:
controles do tecido ndo lesionado e FigOHT: controle com o tecido do figado lesionado. A analise
one-way ANOVA indica que ndo houve diferenga significativa entre as fragbes e os acidos galico e

elagico com o controle Fig . Letras iguais indicam que nao houve diferengas significativa.

3.5.3. ROS ex vivo

A quantidade de radicais livres no tecido em cada fracdo obteve os seguintes
resultados: CO0: 90,39; C1: 97,74; C2: 94,09; C3: 93,02; C4: 89,99; S0: 107,70; S1:
75,97; S2: 70,60; S3: 59,98; S4: 60,5; S5: 76,46. Os acidos galico e elagico
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alcangaram os resultados de 50,79 e 50,42, respectivamente, como observado na

Figura 10. Ja os controles teciduais obtiveram 97,75 para o Fig- e 108,41 para o

FigOHT.
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Figura10: grafico da area sobre a curva do nivel de espécies reativas de oxigénio livres, em cada
fracdo de C. brasiliense. Amostras com espinho: C1: hidrometandlica; C2: diclorometano; C3:
acetato de etila; C4 n-Butanol; amostras sem espinho: S1 hidrometandlica; S2: Hexano; S3:
diclorometano; S4: acetato de etila; S5: n-Butano. Fig-: controles do tecido néo lesionado e FigOHT:
controle com o tecido do figado lesionado. Analise one-way ANOVA indicando que ndo houve

diferenga significativa entre as fragdes S3 e S4, e entre os acidos galico e elagico. Letras iguais

indicam que néo houve diferengas significativa.

4. DISCUSSAO

O valor econdmico e o ambito social engrandecem o uso de fitoterapicos

popularmente conhecidos, devido a sua disponibilidade em abundancia, baixo
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custo, pouco efeito colateral e baixa citotoxicidade, auxiliando na manutengao da
qualidade de vida da populacdo. O uso de fitoterapicos sdo assim, parte
complementar para o tratamento de diversas enfermidades entre a populagao de
baixa renda (BESSA et al., 2013). O pequizeiro é considerado uma das principais
espécimes da flora brasileira, tanto na sua importancia gastronémica regional,
quanto na extracdo de Oleos essenciais para cosméticos e propriedades
terapéuticas (BRAGA et al., 2022). Dessa maneira o estudo do Caryocar brasiliense
(Camb.), seus produtos e subprodutos, tem extrema relevancia para a comunidade.
Com relagdo os compostos presentes em cada fragdo das amostras, casca de
pequi com e sem espinho, apesar de ambos demonstrarem teores de flavonoides
presente nas particdes, a amostra com espinhos possui maiores concentragoes de
flavonoides totais. Ja a relagcao de fendis totais aparece distribuidas de forma similar

em cada fragao

Dentre as varias caracteristicas do C. brasiliense, uma das que mais chama
atencdo é sua capacidade antioxidante. Oleos extraidos da polpa do pequi j&
haviam se mostrado eficientes no combate aos radicais livres, como demonstrou
Braga et al. (2022). A capacidade da redugdo de ROS em tecido endotelial na
presencga do extrato etandlico do pequi descrita por Braga et al., (2022), reforgcam
os achados de nosso trabalho em que as fragdes separadas do extrato etandlico
apresentam alta capacidade na reducao de ions livres, com aspecto antioxidante

tanto para a amostra com espinho, quanto para a amostra sem espinho.

Uma maior diversidade de resultados entre as amostras é observada nos
demais ensaios. Partindo para os ensaios antioxidantes, analisando a capacidade
de reducéao do oxigénio (ORAC), as fragdes com espinho possuem alta capacidade
em todas as fragdes, enquanto as fragcdes hidrometandlica e acetato de etila da
amostra sem espinho ndo possuem essa alta capacidade. No ensaio da reducao
do ion férrico, as fragdes obtidas a partir do diclorometano e do acetato de etila da
amostra com espinho, possuem alta capacidade de redugao do ion, o restante ficou
abaixo dessas fragdes, demonstrando atividade, porém em baixo teor. Utilizando o
ion 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, o método do DPPH demonstrou que as fragcbes de
diclorometano e acetato de etila de ambas as amostras obtiveram sucesso,
estabelecendo um baixo valor de ICso.
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Quando se trata de doencgas degenerativas, como a Diabetes Mellitus do tipo
2, a inibicao da a-amilase e da a-glicosidase é utilizada como uma importante via
na regulacdo da absor¢cdo de glicose no intestino (THILAGAM et al., 2013).
Atualmente, farmacos como a acarbose, Miglitol e a Voglibose ja estdo disponiveis
no mercado, porém o crescente numero de estudos com fitoterapicos, que visam
inibidores naturais para estas enzimas, tem demonstrado o potencial dessa classe.
Utilizando das fragdes do extrato etandlico do C. brasiliense, pode-se observar a
acao inibitéria sob a a-amilase de todas essas particbes, com destaque para as
fracbes que continham compostos do ambito polar, visto que elas foram

“capturadas” pelo solvente acetato de etila e o n-butanol.

Ao contrario da a-amilase que foi afetada por quase todas as fracdes, a
enzima a-glicosidase teve sua atividade afetada somente por uma fragao isolada,
diclorometano pela amostras sem espinho, e o extrato etandlico bruto da amostra
sem espinho. A presencga de fendis nas fragdes mais polares pode ter grande
influéncia sob essa inibicdo, Caldeira et al., (2021), demonstrou que fra¢des ricas

em fendis possuem grande inibicdo para essas enzimas, diminuindo sua atividade.

Os AGEs constituem uma grande variedade de substancias formadas a partir
de interagbes amino carbonilico, de natureza nao-enzimatica, entre agucares
redutores ou lipideos oxidados e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos
(MONNIER, 2003). Os mecanismos alternativos de formacao de AGEs incluem a
chamada via do estresse carbonilico, na qual a oxidagdo de agucares gera
compostos dicarbonilicos intermediarios altamente reativos. Metilglioxal e glioxal
sao produtos da glicdlise e da autoxidagao da glicose, esses dicarbonilicos chegam
a serem vinte mil vezes mais reativos que a glicose e agem como principais
intermediarios da formacado de AGEs interagindo com aminoacidos (FRANCO et
al., 2020). Dos métodos utilizados neste trabalho, o que teve melhor agdo das
fracdes no processo de inibicao da formagao de AGEs, foi o método envolvendo a
albumina sérica bovina, ASB (Bovine serum albumin, BSA) e a frutose como agucar

redutor.

Produtos naturais que possuem altos teores de flavonoides e polifendis, tem
acdes antioxidantes e podem influenciar na eliminacdo de AGEs através de
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diversos mecanismos, como a captura do agucar redutor ou a inibigdo da reacéo,
interferindo nas bases de Schiff, intermediarios da produg¢ao de AGEs (YEH et al.,
2017). Como observado neste trabalho, as fragbes que possuem teores
consideraveis desses compostos obtiveram mais sucesso nos ensaios
antioxidantes e antiglicantes. Mesmo as fragdes que nao tiveram esses compostos
identificados na prospeccgao fitoquimica realizada podem conter metabdlitos
secundarios que estejam atuando e contribuindo para a manutengéo da redugao
de radicais livres nos ensaios. Na inibicdo da producao de AGEs, quando se trata
de acgucar pouco reativo, como a frutose, as fragbes obtiveram sucesso na
neutralizacdo na producao dos AGEs, porém ao adicionar um agucar mais reativo,

como o metilglioxal utilizado, poucas fragées possuem tal reagao.

O tecido hepatico esta entre os mais suscetiveis aos danos causados pela
hiperglicemia, levando a danos causados pela presenca dos radicais livres, que em
produgcao excessiva pode induzir a apoptose do tecido, levando a liberacdo de
componentes pré-inflamatérios (LIMA JUNIOR et al., 2021).

Como visto nesse trabalho, fracdes da casca de C. brasiliense apresentam
acao protetora sobre o tecido hepatico da peroxidagao lipidica e da producao de
ROS nos ensaios ex-vivo. Assim como nos ensaios in-vitro, essa protecao pode ser
originaria dos flavonoides e polifendis presentes nas fragdes, ou em consequéncia

de metabdlitos secundarios presentes. (YEH et al., 2017).

Ao analisar os ensaios em tecido hepatico, comecando pelo teste
antioxidantes, vemos um comportamento similar nas fracées obtidas de cada
solvente, num comparativo com o teste in-vitro, € observado uma diminui¢ao na
atividade das amostras com espinho, diclorometano e acetato de etila, porém a
atividade ainda é presente. Na peroxidacdo lipidica, a amostra com espinho,
fracbes acetato de etila e n-butanol, demonstrou capacidade de diminuir a
peroxidacao maior que o restante das fragcoes, as demais fragdes ainda obtiveram
baixos valor, comparadas ao controle negativo do tecido lesionado, protegendo o
tecido. Por fim, inibindo a produgdo de espécies de oxigénio livre, ambas as

amostras protegeram o tecido da peroxidagdo da membrana lipidica, obtendo
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baixos valores para o ensaio de ROS, com destaque para a amostra sem espinho,

que tiveram efeitos mais baixo e, portanto, um melhor efeito protetor para o tecido.

O acido galico isolado se mostrou superior ao acido elagico ao obter uma
alta capacidade antiglicante. Além de oferecer uma maior protecdo ao tecido

hepatico nos ensaios ex-vivo.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a capacidade das amostras fracionadas
da casca do C. brasiliense, com e sem espinho, na acado como antioxidante e
antiglicantes nos métodos in-vitro propostos. Além dos ensaios ex vivo demonstrar
que as fragdes protegeram o tecido, com destaque para as fragdes diclorometano
e acetato de etila de cada amostra. Para a inibicdo enzimatica, as amostras
obtiveram sucesso em inibir a a-amilase, com destaque para a fracdo acetato de
etila novamente. Ja para a a-glicosidase, as amostras ndo obtiveram tanto éxito.
Os modelos antiglicantes demonstraram que as fragdes nao foram muito eficiente
na reagao com o agucar mais reativo, porém no método envolvendo a enzima BSA
€ um agucar menos reativo, a frutose, os resultados sdo melhores. Podemos
concluir que as fragcdes obtidas pelos solventes diclorometano e acetato de etila
obtivera os compostos que melhor respondeu aos testes e protocolos propostos.
Demais estudos sdo necessarios para avaliar melhor os efeitos dessas fracdes e
seus componentes, definindo melhor os mecanismos presentes em cada uma e se

possuem efeitos isolados ou em conjuntos.
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