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RESUMO

Os antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos com a capacidade de inibir a acdo
dos radicais livres prevenindo o desenvolvimento de doencas de origem metabdlica.
Nos ultimos anos, estudos na area de antioxidantes tém o seu foco voltado a esclarecer a
aplicacdo destes em modelos de doengas humanas ou animais. Os frutos amazonicos séo
conhecidos pelo seu alto teor de compostos antioxidantes e os residuos que séo
descartados no beneficiamento destes frutos podem ser utilizados para como matérias-
prima pelas industrias de alimentos e cosmeticos. Neste contexto, o objetivo do presente
estudo foi determinar o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de residuos de
frutos amazoénicos consumidos pela populacdo no Amazonas. Residuos de acai (Euterpe
Oleracea), tucuma (Astrocaryum aculeatum) e castanha do Brasil (Bertholletia excelsa)
foram selecionados e, a partir destes, obtidos os extratos com vérias proporcOes de
solvente etanol:agua. Ensaios antioxidantes in vitro como atividade varredora de
radicais livres DPPH™, ABTS™, O, e a quantificacdo de fendis totais, bem como teste
antioxidante em células MRC-5 foram realizados para caracterizar a capacidade
antioxidante dos extratos. Apos isso, testes in vivo, utilizando camundongos, foram
realizados mediante a inducdo de estresse oxidativo por dano hepéatico causado por
CCls. Nos animais foram avaliados parametros bioquimicos de lesdo hepatica e
marcadores bioquimicos do estresse oxidativo e da capacidade antioxidante. Os
resultados obtidos mostraram que os extratos dos residuos de acai (37, 25 + 1,87%) e
tucuma (20,99 £ 0,81%) sdo ricos em composto fendlicos. Entretanto, a castanha
apresentou um teor de somente 4,44+0,22% de fendlicos. Observou-se que o agai e
tucumd apresentaram uma atividade varredora de radicais DPPH™ (9,56+0,46 e
21,77+1,46 pg/mL) e ABTS™ (17,88+0,49 e 37,25+0,52 pug/mL) Mas, foram necessario
concentracdo de Clsyp maiores que 50 pg/mL para inibir o anion radical O”. As
concentragdes de 100 pg/mL foram citotoxicas para células, porém a castanha, na
mesma concentracdo, ndo afetou a viabilidade celular. O tratamento do dano hepético
em camundongos, com os extratos, foi significativo (p < 0,05) diminuindo o estresse
oxidativo induzido pelo CCL,. O perfil dos marcadores antioxidante foi melhorado nos
grupos tratados e capacidade antioxidante foi elevada em relacdo ao grupo basal.
Apesar disso, foi observado que a dose de 400 mg/mL teve um efeito pro-oxidante.
Todos o0s extratos apresentaram uma atividade hepatoprotetora reduzindo a
concentracdo plasmatica de transaminases. O extrato da castanha foi a mais efetiva em
relacdo a esta atividade. Os extratos secos derivados de residuos destes frutos
mostraram potencial antioxidante in vitro e in vivo, bem como atividade
hepatoprotetora. Portanto, estes resultados segurem que estes extratos possuem
compostos que podem ser empregados em industrias locais de cosmeéticos ou ser
utilizados como nutracéuticos em industrias alimenticias.

Palavras chaves: Antioxidante, residuos, estresse oxidativo, biomardores



ABSTRACT

Antioxidants are natural or synthetic compounds with the ability to inhibit the action of
free radicals providing protection against the development of diseases metabolic origin.
In last years, studies on antioxidants area have their focus to clarify the application of
these models to human or animal diseases. Amazonian fruits are known for their high
content of antioxidant compounds and residues that are discarded in the processing of
these fruits can be used as raw materials for the food and cosmetics industries. In this
context, the aim of this study was to determine the antioxidant potential of extracts
obtained from residues of Amazonian fruits consumed by the population in the Amazon.
Acali, Brazil nut and tucuma residues were selected and of these extracts, with various
proportions of ethanol:water, were obtained dried extract. Antioxidant activity in vitro
as free radical DPPH™, ABTS™ O," scavengers and quantification of totals phenolics
and flavonodides, as well as antioxidant testing in MRC -5 cells was performed to
characterize the antioxidant capacity of the extract. After that, in vivo tests using mice
have been performed by inducing CCl,; — induced liver damage. The biochemical
parameters of liver injury in animals and biochemical markers of oxidative stress and
antioxidant capacity were evaluated. The results showed that extracts of acai residues
(37,25 + 1.87 %) and tucuma ( 20.99 = 0.81 % ) are rich in phenolic compounds.
However, Brazil nut showed a content only 4,44 + 0.22 % of phenolic . It have been
observed which acai tucuma and showed a scavenger activity in DPPH™ (9,56 + 0.46
and 21,77 £ 1.46 mg/mL ) and in ABTS™ (17,88 + 0.49 and 37,25 + 0.52 mg/mL ).
However, were required greater concentration 1Cso 50 mg / mL to inhibit anion radical
O,". The concentrations of 100 pg/mL were cytotoxic to cells. Despite this, the Brazil
nut at the same concentration was not toxic, allowing cellular viability. Treatment of
liver damage in mice with the extracts was significant (p < 0.05) decreasing oxidative
stress induced by CCl,. The profile of antioxidant markers was improved in the treated
groups and antioxidant capacity was increased in concerning baseline group. However,
it was observed that a dose of 400 mg / mL had a pro-oxidant effect. All extracts
showed a hepatoprotective activity reducing the plasma concentration of transaminase.
The Brazil nut extract was more effective regarding this activity. The dried extracts
derived of these fruits waste showed antioxidant potential in vitro and in vivo as well as
hepatoprotective activity. Therefore, this results suggest which these extracts have
compounds which can be employed by local industries, cosmetic or can be used as
nutraceutical in the food industry.

Key words: Antioxidants, residues, oxidative stress, biomarkers



1. INTRODUCAO

A atual tendéncia de consumo de alimentos nao processados tem sido motivada
pela conscientizacdo dos efeitos benéficos a salde humana da ingestdo frequente de
alimentos naturais. Isto aumentou a demanda por frutas e vegetais e, consequentemente,
elevou a quantidade de residuos organicos descartados no meio ambiente. Diante deste
cenario, buscam-se alternativas sustentaveis para controlar ou atenuar os impactos
gerados por estes residuos no meio ambiente.

Um das alternativas seria explorar o seu potencial econdémico, tornando-os
produtos aproveitaveis e desejaveis para industria. Como exemplo de inddstria que
poderiam aproveitar 0s residuos pode-se citar as alimenticia humana e animal,
cosmetica e farmacéutica.

Vaérios pesquisadores tém voltado os seus esforcos para estudar propriedades
quimicas e nutricionais dos residuos de frutos, encontrando quantidades notaveis de
conteddo energético, proteico e antioxidante contribuindo de forma significativa para a
nutricdo de ruminantes, por exemplo (NETO et al., 2000). Residuos de alguns frutos
como uva, péssego e oleaginosas apresentam uma atividade antioxidante semelhante ou
superior a sua polpa. Entdo, realizaram-se muitos trabalhos de caracterizacdo do
potencial antioxidante e quantificagdo de compostos responsaveis por esta atividade.

Com descoberta destes compostos, torna-se possivel a sua aplicacdo em produtos
alimenticios como barras de cereais, racdo para animais bem como a sua inclusdo como
matéria-prima na industria de cosméticos (CATENEO et al., 2008).

Na Amazonia, esta iniciativa vem sendo adotada por alguns pesquisadores com
0 intuito de tornar os residuos dos frutos amazonicos aproveitaveis para industria local.

Os primeiros trabalhos nesta area tiveram como objetivo a utilizagdo de residuos de



frutos oleaginosos como o tucumd@ com a finalidade de utiliza-lo para fabricagdo de
biocombustiveis. Esta motivacdo deve-se que as oleaginosas amazénicas tem um 6timo
rendimento na extracdo, mesmo aplicando método rusticos como a prensagem ( NETO
et al., 2000).

A partir desta iniciativa, teve-se a ideia de estudar o potencial nutricional e
antioxidante destes residuos utilizando como base o conhecimento que os frutos
amazobnicos sdo grande fontes de compostos fendlicos com elevado potencial
antioxidante.

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o
potencial antioxidante de residuos de frutos amazo6nicos com o intuito de agregar valor
comercial. Isto podera ajudar a conscientizar a populacdo da importancia sobre o
aproveitamento destes residuos agregando uma iniciativa ambiental e, a0 mesmo tempo,
torna-los uma alternativa de matéria-prima para indudstrias alimenticias, cosmética e

farmacéutica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos como fonte alternativa de antioxidantes

Residuos sdo resultados de processos de diversas atividades da comunidade,
sendo de origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servicos e
ainda da varricdo publica e apresentam-se nos estados sélido, gasoso e liquido
(OLINTO et al., 2012). Os residuos sélidos se diferenciam do lixo porque, enquanto
este Ultimo ndo possui nenhum tipo de valor, ja que é aquilo que deve apenas ser
descartado. Os residuos possuem valor econémico agregado, por possibilitarem a
utilizar todo potencial do fruto no préprio processo produtivo (DEMAJORIVIC, 1995;
ASCARIl et al., 2012).

Os residuos tém sido o motivo preocupacdo para a industria, pois quando ndo
sdo conduzidos para a alimentacdo animal ou utilizados como adubos, sédo descartados,
poluindo o meio ambiente (BALASTRO et al, 2011). Portanto, busca-se o
aproveitamento biotecnoldgico dos residuos por eles conterem muitas substancias de
alto valor biolégico, como compostos antioxidantes, convertendo — 0s em produtos com
valor econdmico agregado (SOUSA E CORREA, 2012).

Muitos estudos foram realizados em torno da aplicacdo biotecnoldgica de
residuos utilizando os compostos antioxidantes destes subprodutos para formulagédo de
produtos alimenticios como farinha e barras cereais (BALASTRO et al., 2011). Babbar
et al. (2011) avaliaram capacidade antioxidante de fendlicos extraidos de residuos de
frutos de importancia comercial na india e observaram elevado poder antioxidante
podem utiliz&-los como nutracéuticos. Aplicacdo de tecnologias adequadas de extragdo
pode ser um dos fatores cruciais para o aproveitamento de residuos que ndo eram visto
como matéria-prima pelas industrias. Algo verificado por Kiassos et al. (2012), onde
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utilizaram técnicas de extracdo para extrair compostos fendlicos em residuos da cebola,
com base na caracterizagdo destes compostos, extraidos destes residuos, propuseram a
sua utilizacdo como matéria — prima para industria alimenticia. Portanto, a utilizacéo
dos residuos como fonte alternativa de compostos antioxidantes € um meio de agregar
valor comercial e, consequentemente, dar um destino final para os mesmo evitando que

eles sejam descartados na natureza (KHIARI et al., 2009).

2.2 Antioxidantes Naturais e sintéticos

Nos altimos anos, estudos na area de estresse oxidativo tiveram o seu foco
voltado a esclarecer a importancia dos radicais livres no processo patoldgico de
sindromes como cancer, aterosclerose, inflamacdo e diabetes (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Inumeras evidéncias levam a crer que estas espécies quimicas
possuem um papel fundamental no desenvolvimento destas doencas (SOUZA et al.,
2010). Os radicais livres podem de origem enddgena, nos processos metabolicos, mais
especificamente na respiracdo celular (CERUTTI, 1994; BIANCHI E ANTUNES,
1999). As mais importantes reacfes de radicais livres em meio bioldgico envolvem o
oxigénio molecular e seus derivados, bem como metais de transi¢cdo (DE ZWART et al.,
1999). A producéo continua de radicais livres ativa um mecanismo chamado de defesa
antioxidante, que limita a acdo destes radicais sobre as biomoléculas (SIES, 1993;
WISEMAN et al., 1995). Neste mecanismo envolvem-se compostos antioxidantes que
vao desde enzimas até pequenas moléculas obtidas na dieta (VASCONCELOS et al.,
2007).

Os antioxidantes podem ter origem natural ou sintética, sendo introduzidos em

varios tipos de alimentos e bebidas com a finalidade de suplementagdo, bem como



manutencdo de algumas caracteristicas organolépticas de alimentos (WEIJL et al., 1997;
DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Dentre os antioxidantes naturais, se encontram trés
classes de compostos com maior potencial antioxidante e sdo amplamente distribuidos
na natureza: os compostos fenolicos, carotenoides e tocoferois (RICE-EVANS, 1996;
LIU, 2004).

Os compostos fenolicos assumem um papel de destaque, uma vez que estes
compostos exercem varias fungdes bioldgicas e despertam interesse por suas diversas
propriedades de interesse farmacoldgico (ANGELO & JORGE, 2007). Os compostos
fendlicos sdo produtos do metabolismo secundario e exercem fungdes fisioldgicas
essenciais (TSIMIDOU et al., 1992; SOARES, 2002). Esta classe é importante pelas
suas propriedades antioxidantes, antiinflamatdria, antimicrobiana e os fendlicos de
maior importancia sdo flavonoides, antocianinas, taninos (MIDDLETON et al., 2000;
ESCRICHI et al., 2014).

Os Flavondides sdo polifendis biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e da via do acetato. A estrutura béasica dos flavondides consiste num
nacleo flavano e contém de quinze 4tomos de carbono condensados em trés anéis (C6-
C3-C6) (DI CARLO et al., 1999) (Figura 1). Plantas medicinais e condimentares que
contém flavondides sdo wusadas ha& milhares de anos na medicina popular
(SOOBRATTEE et al., 2005; MACHADO et al., 2008). No entanto, ainda s&o pouco
utilizados na terapia convencional, embora possuam indmeras propriedades
farmacologicas e sejam eficazes na prevencdo de doengas degenerativas originadas do
estresse oxidativo (MIDDLETON et al., 2000; LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).

Os taninos sao fenolicos hidrossoliveis de alto peso molecular, que conferem ao
alimento a sensacdo de adstringéncia e podem ser utilizados para curtimento de couro

(RIBEREAU-GAYON, 1974; COVINGTON, 1997). Esta classe de fendlicos é



conhecida por contém grupos hidroxil que permite a formacao de ligagdes estaveis com
proteinas, formando complexos (ANDREO & JORGE, 2006).

Os taninos classificam-se em dois grupos, baseados em sua constituigdo
estrutural: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (DA SILVA, 1999; SANCHES
et al., 2005). Os taninos hidrolisiveis consistem de ésteres de &cidos galicos e &cidos
elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, esterificado com agucares
(HAGERMAN et al., 1965; SANTOS et al., 1998; MONTEIRO et al., 2005). Os
condensados sdo constituidos por oligbmeros de taninos, sendo os elagitaninos o
principal representante deste grupo.

As aplicagdes bioldgicas dos taninos estdo relacionadas com suas propriedades
adstringentes, efeitos antidiarréico e antiséptico (KOLECKAR et al., 2008). A
capacidade de precipitar proteinas destes compostos confere efeito antifungico e no
processo de cicatrizagdo de feridas e queimaduras podem auxiliar na formacéo de uma
camada protetora sobre tecidos epiteliais lesionados (DE ALMEIDA et al., 2005).

As antocianinas sdo pigmentos vegetais responsaveis pelas cores laranja, azul,
roxa e variadas tonalidades de vermelho encontrada em flores, frutos, folhas, caules e
tubérculos (JORDHEIM et al., 2007). Sdo compostos sollveis em agua e sensiveis as
altas temperaturas e s@o caracterizadas pelo nucleo flavilico que consiste de dois anéis
aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio
(LOPEZ et al., 2007).

Nos ultimos anos, o interesse por esses pigmentos se intensificou, uma vez que
tém demonstrado que 0s mesmo possuem elevada capacidade antioxidante e

fotoprotetora (KAHKONEN & HEINONEN, 2003; LOPES et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos

Os tocoferdis sdo encontrados em frutos oleaginosos. As principais fontes séo 0s

6leos vegetais (PACKER et al., 2001). O termo genérico “vitamina E” ¢ utilizado para

designar os diferentes tocoferois, nomeados em a, B, y e 8 (CERQUEIRA et al., 2007).

A estrutura dos tocoferdis consiste de um nulcleo cromanol com uma cadeia

alifatica lateral. (MUNTEANU et al., 2004). Estas substancias agem como doadores de

hidrogénio para o radical peroxila, interrompendo a reacdo radicalar (BARREIROS et

al., 2006). Entre os compostos da vitamina E, o a-tocoferol é apontado como sendo o

mais potente em acgdo antioxidante. Estudos in vitro demonstraram a capacidade

superior do a-tocoferol em prevenir a peroxidacao lipidica de lipoproteinas de baixa

densidade (LDL). (THOMAS E STOCKER, 1975; PARKS et al., 1998; YOSHIDA et

al., 2003; MASUCHI et al.,2008) (Figura 2)
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Figura 2. Estrutura quimica do a-tocoferol (vitamina E)

Os carotenoides, semelhantes aos tocoferdis, sdo abundantes em 6leo de frutas
oleaginosas e sdo conhecidos pela sua propriedade provitaminica A. Atualmente, o
enfoque se ampliou para outras atividades biolégicas que os carotendides podem
exercer, por exemplo, atividade antioxidante, fotoprotetora e anticancer (CARDOSO,
1997; GOMES, 2007). Existem na natureza mais de 600 carotendides, 0s quais estdo
divididos em dois grupos: Os carotenos, que apresentam somente hidrocarbonetos e
xantofilas, que em suas estruturas contém grupos oxigenados (HAEGELE et al., 2000;
HORST & LAJOLO, 2012)

Entre os carotenos, os representes de maior destaque sdo 0s isdbmeros B e a-
carotenos responsavel pela cor alaranjada de frutos amazénicos como tucuma
(FRASER et al., 2004; XU et al., 2008). Estes carotenos sdo conhecidos por serem
percussores da vitamina A, um nutriente importante para o desenvolvimento dos tecidos
epiteliais e para o funcionamento do ciclo de regeneracdo visual do fotorreceptores
(OLSON, 1969; BURRI, 1997; AMBROSIO et al., 2006). Além disso, eles sdo capazes
de prevenir danos celulares; diminuir os niveis de espécies de reativas de oxigénio no
meio intracelular, assim reduzindo os riscos de delecdo gendémica (MALDONADO-
ROBLEDO et al.,, 2003), também exercem uma acdo antioxidante em células
pulmonares expostas a nitrosaminas provenientes do tabaco (BESTWICK et al, 2000;

LOWE et al., 1999).



O alfa-caroteno é descrito como supressor de tumores na pele, no pulméo, no
figado e no cdélon demonstrando, inclusive, uma atividade de supressdo superior ao -
caroteno (NISHINO et al., 2000; DONALDSON, 2004; GOMES, 2007). Este caroteno
age ativando a finalizagdo do ciclo de multiplicacdo celular, de forma anéloga a acéo da
proteina p53. (MURAKOSHI et al.,1983; NISHINO et al., 2000; DONALDSON,
2004). (Figura 3)

Os carotenoides xantofilos apresentam atividade anticarcinogénica e ja foram

descritas acOes supressoras e antimetastasicas. Além de exercem excelente atividade

antioxidante (NISHINO et al., 2002; LI1U, 2004).

Figura 3. Estrutura quimica do a-caroteno

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente aplicados na inddstria quimica de
alimentos e na medicina, sendo que os principais antioxidantes utilizados séo BHA,
BHT, PG, TBHQ. (SIES, 1993) (Figura 4). A tecnologia de antioxidante data dos anos
40, quando os primeiros estudos com antioxidantes mostraram o potencial antioxidante
dos ésteres de galato (ROBARDS & DILLI, 1987). Estes compostos sintéticos foram
desenvolvidos para estabilizar alimentos em conserva ricos em lipideos com a
finalidade de evitar a rancidez (WONG et al., 2006). Estes antioxidantes sao
lipossoluveis e de lenta metabolizacdo no organismo e possuem Vérias atividades
bioldgicas, sendo a principal a atividade antioxidante. Esta atividade é potencializada

quando estes compostos estdo combinados com outros antioxidantes como a-tocoferol,



por exemplo (ROBARDS & DILLI, 1987). Relata-se que Ingestdes diérias destes

compostos organicos conferem protecdo contra varios tipos de xenobioticos bem como

inibem a carcinogénese em variados tecidos (YU et al., 2000; VANDGHANOONI et

al., 2013). Vandghanooni e colaboradores (2013) observaram que o BHT inibiu o

crescimento de células cancerosas e estimulou a apoptose das mesmas pela

fragmentacdo do DNA. Entretanto, as altas concentracfes podem causar toxicidade,

sendo 0s metabdlitos, gerados na metabolizacdo, responsaveis por intoxicagdes em

humanos. Em um estudo realizado por Chen e colaboradores, foi observado que em

altas concentracdes o BHT promoveu mutagenicidade e os metabolitos reativos de

antioxidantes sintéticos causaram toxicidade aguda em pulmdes de camundongos

(CHEN et al., 1992).
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Figura 4 — Principais antioxidantes sintéticos utilizados pelas industrias
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2.3 Frutos amazoénicos como fonte de antioxidantes

Castanha do Brasil (Bertholletia Excelsa)

A castanha é uma semente da castanheira do Para, pertencente a familia das
Lecitidaceas e foi descrita em 1808 por Humbolt e Bonpland. E uma espécie arborea de
grande porte, podendo medir de 50 a 60 m de altura e é considerada uma espécie nativa
da Amazonia (CAVALCANTE, 1991; MULLER, 1995). Seu tronco € escuro, liso com
ramos proximos da extremidade; as flores sdo brancas e grandes. O fruto é globoso
(ourico), chegando a pesar 1,5 Kg e abriga de 12 a 22 sementes, que sdo as castanhas
(CAVALCANTE, 1972). Sua éarea de distribuicdo geografica estende-se pelos Estados
do Maranhdo, Mato Grosso, Para, Acre, Ronddnia, Amapa, Roraima e Amazonas, € em
paises vizinhos como Venezuela, Bolivia, Peru, Coldmbia e Guianas (BRASIL, 2000).

A Castanha do Brasil ¢ um alimento muito apreciado pelo seu sabor, e ainda
apresenta qualidades nutricionais importantes. A améndoa é constituida por 60 a 70%
de lipidios, expressivamente de acidos graxos poliinsaturados, e de 15 a 20% de
proteina de boa qualidade bioldgica, além de fonte de selénio, calcio, fésforo, magnésio
e vitaminas do complexo B (SOUZA et al., 2004; YANG, 2009).

Estudos clinicos indicaram que o consumo de frequente de castanha diminui o
risco de desenvolver doenga coronariana. Strunz et al (2008) verificaram que consumo
de castanha aumentou a concentracdo de colesterol HDL, que é bom indicador para
protecdo contra aterosclerose. Em pacientes em hemodialise, a suplementacdo de
selénio, através da ingestdo de castanha, elevou a concentracdo plasmatica deste mineral
e, consequentemente, aumentou a sintese de glutationa peroxidase, bem como elevou
quantidade de eritrdcitos. Assim, indicando que a ingestdo diaria pode melhorar as

defesas antioxidantes destes pacientes (STOCKLER-PINTO et al., 2010).
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Em estudo realizado por Stockler-Pinto et al (2012), em modelo experimental
semelhante ao realizado em 2010, concluiu que o cosumo de uma castanha por dia é
suficiente para elevar e manter as concentracdo de selénio e glutationa em pacientes em
hemodialise.

Uma revisao feita por carvalho et al (2012) relata que a castanha pode reduz o
processo inflamatdrio devido os fitoesterdis presentes na semente. Os efeitos benéficos
sdo atribuidos a acdo sinérgica entre seus &cidos graxos poliinsaturados e outros
compostos bioativos existentes nesta améndoa. Vérios trabalhos, realizados
recentemente (Tabela 1), sugerem que 0s compostos antioxidantes e antiinflamatdrios
da castanha estdo fortemente relacionados a um efeito favoravel na reducgéo do risco de

ocorréncia de doencas cardiovasculares (ROS; YANG, 2009).

Tabela 1. Atividades bioldgicas da Castanha do Brasil (Bertholletia Excelsa).

Cominetti et al., 2011

Filogbnio et al., 2011

Maranhao et al., 2011

Cominetti et al., 2012

Stockler — Pinto et al., 2014

Colpoetal., 2014

A ingestdo de uma unidade de castanha aumentou a
concentracdo de Se. e melhorou a atividade da GPx em
mulheres obesas com o polimorfismo na Gpx-1
Pro198Leu.

O oOleo mineral da castanha reduziu, de forma
significativa, a formacdo de biofilme dental, sendo
mais eficaz que o 6leo mineral.

A ingestdo de Castanha melhorou o perfil lipidico e a
funcdo microvascular em adolescentes obesos. Atribui-
se este efeito a sua alta concentracfes de acidos graxos
insaturados

Em mulheres obesas, observou-se que a ingestdo de
castanha elevou a concentracio de HDL e,
consequentemente, o perfil lipémico.

Em paciente em hemodialise houve uma melhora
significativa nas concentracbes de glutationa e o
decréscimo do 8 — isoprosteno, 8 OHdG, e citocinas
inflamatdrias, apds a ingestao de castanha

O consumo regular de castanha do Brasil diminuiu os
marcadores inflamatérios como COX’s, IL —1 e TNF -
o.
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Acai (Euterpe oleracea)

O acai, (Euterpe oleracea Mart.), € uma palmeira nativa da regido norte com
ocorréncia nos estados do Pard, Amazonas, Maranhdo e no Amapa, sendo frequente em
solos alagados e varzeas (LORENZI et al. 1996). Pode atingir a altura de até 25 m,
possui caule de 15 a 25 cm de diametro e ocorre geralmente formacao touceiras com
varias estipes. Sua madeira € utilizada para construcdes rasticas (CALBO & DE
MORAIS, 2000). Os frutos sdo um tipo de baga com o diametro de até 1,5 cm. Antes da
maturacdo possuem uma coloracdo rosada, chegando a matura¢do ganha um tom mais
enegrecido (LORENZI et al., 1992).

Sua polpa € utilizada para a fabricacdo de licores, doces e sucos. As folhas sédo
usadas para a cobertura de casas e na confeccdo de chapéus. A importancia econémica
desta espécie deve-se pelo palmito, utilizado para importacdo. Estima-se que no Brasil
95% do palmito produzido no pais seja extraido do acaizeiro (MENEZES NETO et
al.,1995; MENEZES et al.,2005).

O Brasil se posiciona como o maior produtor e exportador de acai, sendo o
estado do Para responsavel pela maior producdo, chegando a produz 180 mil litros/dia
A expansio da exportacdo do acai, ja atinge os mercados da Europa, Sudoeste da Asia,
América do Norte, Japdo e China (SOUTO, 2001; OLIVEIRA et al., 2002; MENDES,
2003).

Sua polpa tem sido objeto de alguns estudos em fungéo de seu valor nutritivo e
sensorial (SOUTO, 2001; MENEZES et al., 2005), sendo inclusive considerada como
um alimento nutracéutico por conter elevado teor de antocianinas; pigmentos
hidrossoluveis responsaveis pela cor avermelhada ( BOBBIO et al., 2000; MENEZES et

al., 2005).
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As antocianinas tornaram-se conhecidas por suas diversas propriedades
farmacoldgicas, propriedades medicinais, incluindo anticarcinogénica, antiinflamatoria
e antimicrobiana, além de prevenir a oxidacdo de proteinas de baixa densidade (LDL),
enfermidades cardiovasculares e doengas neurologicas (KUSKOSKI et al., 2006;
ALASALVAR et al., 2005).

Estudos recentes mostram que 0 agai possui uma notavel atividade antioxidante,
principalmente contra as espécies reativas de oxigénio, como o superoxido, peroxila,
quando mesurado a sua capacidade de absorver radicais de oxigénio (SCHAUSS et al.,
2006; HOGAN et al., 2010). Os efeitos benéficos do acgai estdo relacionados a sua
abundancia de composto fendlicos. Em face deste potencial, aumenta o interesse em
investigar a sua propriedade antioxidante (HOGAN et al., 2010).

Os compostos polifendlicos presentes no extrato do agai tiveram uma expressiva
supressao na proliferacdo de células leucémicas através da ativacdo da via das caspases
numa dose tempo dependente (DEL POZO-INSFRAN et al.,2006). Outro estudo similar
relata que fragdes polifendlicas ndo anticianinicas inibiram a proliferacdo de
adenocarcinomas do colon (PACHECO et al., 2008). Resultados similares também
foram encontrados por Del Pozo-insfran et al. (2006), onde os polifenélicos nas suas
formas glicosidicas e agliconadas reduziram a proliferacdo de células leucémicas pela
ativacdo da caspase 3 e 8.

Em estudo de avaliacdo da atividade antiproliferativa e antioxidante, Hogan et
al.,(2010) observaram que extratos antocianinicos do agai numa concentracdo de 200
pg/mL reduziam para 32% a viabilidade celular de carcinoma cerebral de ratos e a dose
de 50 pg/mL interferiam nas caracteristicas morfologicas celulares induzindo o
aparecimento de células com nucleos menos denso e de aparéncias apoptoticas. Em

testes antioxidantes, estes extratos tiveram grande capacidade de inibir os radicais
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livres, deu-se destaque a capacidade de varrer as espécies radicais de oxigénio (TERAO,
2009).

Rufino et al., (2010) relatou que as fibras e o0 éleo do acgai tem um potencial
antioxidante a ser explorado. O 6leo extraido neste estudo apresentou capacidade
antioxidante maior que o 6leo de oliva, levando em consideragdo os conteudos de &cidos
graxos. As fibras possuiam um elevado conteldo de taninos condensados, assim
contendo uma consideravel capacidade antioxidante. O autor acredita que associacdo
fibra-polpa é determinante para elevada capacidade antioxidante do agai.

Em trabalho realizado por Souza et al. (2010) avaliou os efeitos da
suplementacdo com acai sobre marcadores do estresse oxidativo e no perfil lipémicos
em ratos hipercolesterolémico. N&o houve diminuigcdo da atividade destes marcadores
no estresse renal, entretanto a suplementagdo foi eficiente na diminuicdo da
concentracdo de proteinas carboniladas. A dieta proporcionou o decréscimo do
colesterol LDL, por consequéncia, diminuiu o indice aterogénico e a concentracao
enzimas marcadoras do extresse oxidativo como a superoxido dismutase foram
reduzidas.

A fracdo etandlica do acai teve efeito na producdo de 6xido nitrico em
macrofagos ativados de linhagem RAW inibindo a acdo da iNOS. Acredita-se que o
mecanismo seja pela reducdo da expressdo da atividade da iINOS, realizados pelos
flavonoides presente nas fragdes da folha e do fruto. O composto mais ativo a inibicao
do iNOS foi cianidina-O-gangliosidio, a fracdo pura reduziu em 30% a expressao de
proteinas INOS (MATHEUS et al.,2006).

Schauss et al. (2006) verificou atividade dos bioativos do acai. Estes bioativos
elevou atividade fagociticas dos macrofagos apresentando potente atividade

imunoestimuladora, inibiu os efeitos do LPS na producdo de 6xido nitrico indicando
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atividade antiinflamatdria, assim podem ser utilizada para desordens alergénicas e

autoimune (SHIN et al.,2004) e estes bioativos inibiram seletivamente as

cicloxigenases, mas sendo seletivas a COX-1.

Tabela 2. Tabela referencial das propriedades bioldgicas do acai.

Referéncia

Propriedade biologica

Coisson et al., 2005

Schauss et al., 2006

Del Pozo-Insfran et al.,

2006

Matheus et al., 2006

Ribeiro et al., 2010

Hogan et al., 2010

Souza et al., 2010

Barcellos et at., 2010

Suco de acai apresentou uma capacidade antioxidante com
valores proximos de 95% de inibicdo

Extratos liofilizados da polpa e casca mostraram elevada
capacidade antioxidante frente ao anion radical superdxido,
peroxil, peroxinitrito, bem como atividade antiinflamatoria
pela inibicdo da COX-1 e COX-2.

Polifendlicos extraido da polpa do acai reduziu a proliferacdo
de ceélulas leucémica HL-60 através pela ativacdo da via as
caspase -3.

Extratos da folha, das flores e do fruto do acaizeiro mostraram
um potencial inibitério na producdo de 6xido nitrico em
macrofagos RAW 264.7 pela reducdo do expressdo da iNOS

Suco de acai apresentou atividade protetora contra a
aterosclerose em animais deficiente em ApoE pela modulagéo
de citocinas pro-inflaméatoria e reducdo da peroxidacdo
lipidica.

Extratos de agai ricos em antocianinas exerceram capacidade
antiproferativa pela ativagdo da apoptose. O composto
responsavel por esté atividade foi a cianidina.

A suplementagcdo de agai teve um efeito impactante nas
concentragdes de biomarcadores de estresse oxidativo em
ratos hipercolesterolémicos, bem como induziu a elevacéo do
HDL plasmaticos melhorando o perfil lipémico destes
animais.

Extrato do acai administrado em camundongos em dose até
1000 mg/kg néo tiveram efeito toxico e reducdo concentragdo
de triglicerideos sugerindo um potencial nutracéutico para o
tratamento de hipertrigliceridemia.
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Um flavonodide desconhecido isolado do acai, a vilutina,
Kang et al., 2011 apresentou uma forte capacidade inibitoria da ativacdo NF-«f3
em células - RAW BLUE, sendo o Clsg préximo 2,0uM.

Suco de acai apresentou atividade protetora contra a

Xie et al., 2011 aterosclerose em animais deficiente em ApoE pela modulagéo
de citocinas pro-inflaméatoria e reducdo da peroxidacéo
lipidica.

Ao longo do amadurecimento do fruto do acai, a concentracao
Gordon et al., 2012 de compostos fendlicos aumenta influenciando sua a atividade
antioxidante.

Tucuma (Astrocaryum aculeatum)

O tucuma ¢ fruto pertencente a familia das palmeiras (Astrocaryum aculeatum).
Os frutos e as sementes sdo utilizados na alimentacdo humana e de animais, as folhas e
estipes na construcdo de casas pelas populagdes do interior da Amazoénia (MIRANDA,
2001) Esta espécie é comumente encontrada na regido amazonica e pode alcancar de 10
a 15 m de altura com 15 a 20 cm de diametro (CLEMENT, et al., 2005), cresce préximo
de rios em terra firme . Tem a caracteristica de florescer e frutificar durante quase todo
0 ano (CAVALCANTE, 1991).

Os frutos, normalmente elipsoides e alaranjados, quando maduros, apresentam
de 3 a 5 cm de comprimento. A polpa tem 2 a 4 mm de espessura, de consisténcia
pastoso-oleosa apresenta uma caracteristica fibrosa (GUEDES et al., 2005). Da polpa e
semente podem ser extraidos diferentes tipos de 6leos comestiveis e que, também,
podem ser utilizado para formulagbes em cosméticos e producdo do biodiesel
(YUYAMA et al., 2008).

A sua composicdo constitui em média 46% de umidade, 5% de proteinas, 30

lipidios, 9% de fibras e 3% de minerais (MORALIS et al., 2001). O tucuma apresenta

17



elevada concentracdo de caroteno, uma provitamina A que quando ingerida se converte

em vitamina A. O consumo de 30g da polpa do tucuma supre trés vezes a necessidade

de diaria de vitamina A de crianca e representaria uma dose para um homem adulto

(MARINHO & CASTRO, 2002; SCHWARTZ E CARLE., 2013).

Tabela 3. Tabela referéncial das propriedades bioldgicas do género astrocaryum

Referéncia

Propriedade biolégica

Bernard etal., 2001

Baurin et al., 2002

Barreto et al., 2009

De souza et al., 2010

Bony et al., 2012

Os frutos do A. vulgare tiveram uma forte acéo inibitoria sobre
a atividade anti-PLA exercendo uma atividade antiofidica.

A. vulgare inibiu cerca 16% a atividade da tirosinase de fungos.

Os frutos do A. vulgare tiveram uma forte acdo inibitoria sobre
a atividade anti-PLA exercendo uma atividade antiofidica.

O A. vulgare teve uma atividade antioxidante proximo de 150
equivalente trolox, mas ndo teve uma boa avitidade inibitéria
sobre a a-amilase e a-glicosidase.

O 6leo extraido da Astrocaryum vulgare melhorou a producao
de citocinas inflamatdrias e aumento a migracdo de células em
modelo de choque endotdxico em ratos com inflamacéo
pulmonar. Acredita-se que os fitoesterdis, carotendides e
tocoferdis contidos no 6leo exerceram esté acéo.

2.4 Ensaios para avaliagdo da atividade antioxidante

A mensuracdo da atividade antioxidante refere-se a estudar o potencial

antioxidante ou presenca de compostos antioxidantes em uma amostra. Os ensaios

podem ser realizados in vitro ou in vivo. Entretanto, os primeiros séo limitados e ndo ha
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similaridade com sistemas biologicos (HUANG et al., 2005). Todavia, estes ensaios
podem nortear 0s experimentos em in vivo, uma vez que se sabe com seguranca O
potencial antioxidante da amostra analisada. (GHISELLI et al., 2000).

Os métodos empregados na avaliacdo da atividade antioxidante se diferem em
relacdo aos seus mecanismos de reacdo, espécies-alvo e as condicGes reacionais, bem
como a forma que os resultados sdo expressos. Porém ndo ha uma universalidade no
procedimento metodoldgico, tornando necessario avaliar a atividade antioxidante por
varios métodos, assim juntando os resultados como quebra cabeca (HALLIWELL et al.,
1995;MA HALLIWELL E WHITEMAN, 2004; PRIOR et al., 2005). As metodologias
de avaliacdo utilizadas podem ser classificadas em duas categorias: (1) baseadas na
reagdo de transferéncias de elétrons, nesta categoria encontram-se o método de
quantificacéo de fendis Folin-Ciocalteu, quantificagdo de flavondides, DPPH e ABTS e
(2) baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio como método de inibigdo do
anion radical superéxido (HUANG et al., 2005)

O método de Folin-Ciocalteu beseia-se na reacdo do complexo acido
fosfotungstico-fosfomolibdico com os compostos fendlicos. O molibdénio se encontra
no estado de oxidagdo VI (amarelo) neste complexo, mas na presenca de compostos
fenolicos, que sdo desprotonados devido ao meio alcalino, é convertido para o estado de
oxidagdo V formando um complexo azulado com tungstanio (ABDILLE et al., 2005;
DASTMALCHI et al., 2007). A intensidade da coloracdo determina concentragdo de
fendis presentes no amostra (SINGLETON & ORTHOFER., 1999; HUANG et al.,
2005) Atualmente, este metodo & um dos métodos mais utilizados para avaliar a
atividade antioxidante. No entanto, este método ndo é especifico para compostos

fenolicos, ndo podendo descartar a possibilidade de o molibdénio ser reduzidos por
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outros compostos antioxidantes como &cido ascorbico, por exemplo (PRIOR et al.,

2005; OLIVEIRA, 2009).
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Figura 5. Reagdo do acido galico com molibdénio (OLIVEIRA et al., 2009)

O 1,1- Difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) € um radical estavel e inicialmente era

usado para avaliar a capacidade antioxidante de flavonas (COTELLE et al, 1996). A

reducdo do DPPH € um indicativo da atividade antioxidante que monitorado mediante a

descoloracédo e tem sua absorbancia no cumprimento de 515 nm (BRAND-WILLIAN et

al., 1995). O mecanismo de reagéo e baseado em transferéncia de elétrons, sendo que a

mesmo acontece lentamente em solventes que estabelecem fortes ligagdes com

hidrogénio (Figura 6). O método é influenciado pelo solvente e pelo pH das reagdes,

em contrapartida € considerado facil e util para analise de substancias puras e misturas

complexas (DKHAR E SHARMA, 2010).
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Figura 6. Mecanismo de reacdo do método de capacidade antioxidante pelo DPPH

A capacidade antirradical total, também conhecido pela sigla CAT se baseia na
inibicdo dos efeitos oxidante do radical 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato,
sal de diamonio) (CigH24NsO6Ss, M.M. 548,7 g/mol, ABTS+e), que apresenta
absorbancia caracteristica priméaria em 415 nm e absorc¢Ges secundarias em 660, 734 e
820 nm. A determinag&o pode ser por fluorescéncia, quimiluminescéncia e absorbancia
(PRIOR et al., 2005; THOMAS et al.,2013).

No método original havia a ativacdo de metamioglobina como peroxidase, na
presenca de ABTS. O complexo perferril da hemeproteina produziria o cétion radical
ABTS™ de cor azul esverdeada. A adicio desse radical ao meio contendo antioxidantes
permite avaliar, através do grau de descoloracdo, a capacidade antioxidante de um
determinado composto. Alguns autores sugerem a oxidacdo quimica do ABTS por meio
da utilizacdo de reagentes como dioxido de manganés ou persulfato de potassio
(VASCONCELOS et al., 2007). O percentual de inibicio de ABTS" é determinado em
funcdo da concentracdo e do tempo. Quando a medida é relativa a reatividade do trolox,
o teste é denominado como TEAC e expresso como unidades equivalentes de trolox que
correspondem a 1,0 mmol/L. Esse método é aplicavel para o estudo de antioxidantes

lipossoluveis e hidrossoluveis (PEREZ-JIMENEZ et al, 2008).
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Outro radical que pode ser inibido in vitro é o anion radical superéxido (O;™). Os
ensaios que o envolviam, anteriormente, utilizavam a enzima superdxido dismutase
(SOD) responsavel por catalisar conversdo do O, em perdéxido de hidrogénio e agua
(VALKO, 2010). Entretanto, essa técnica ndo era simples e seus custos eram elevados.
Ewing e Janero desenvolveram uma técnica de ensaio que sintetizava o O, de modo
indireto, tornando-o mais econdémico e rapido (EWING & JANERO, 1995) (Figura 5)

A reacdo se inicia com adicdo de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo)
a mistura de PMS (fenazina metassulfato) e NBT (azul de nitrotetrazolio), leva a
formacdo do O,". Os anions formados reduzem o NBT para a formazana e o
antioxidante, quando adicionado ao meio, é capaz de competir com o NBT pelo &nion
radical superoxido gerado, diminuindo, a reducdo do NBT e, consequentemente, a

formacdo de formazana (OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 7. Mecanismo reacional do método de inibicdo do anion radical superéxido
(OLIVEIRA et al., 2009)

Embora existam ensaios quimicos que possam avaliar a atividade antioxidante
de compostos (FUKOMOTO & MAZZA 2000). Estes ensaios ndo representam as
condigdes bioldgicas e celulares necessarias para obter as informagdes mais precisas em
torno dos mecanismos de reatividade dos antioxidantes.

A avaliacdo da capacidade antioxidante em animais, em geral, € de dificil
execucdo e necessita de um numero elevado de animais para realizacdo dos

experimentos (SOARES et al., 2002). Porem, ha a vantagem de obter dados precisos
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sobre a atividade estudada diretamente de um sistema biolégico, ou seja, o animal em
experimento.

A capacidade antioxidante in vivo é determinada por muitos fatores que deve ser
levado em consideragdo. Um destes fatores é biodisponibilidade (NIKI et al., 2005).

Os compostos antioxidantes podem ser absorvidos, transportados, distribuidos e
retidos nos fluidos bioldgicos, células e tecidos. A biodisponibilidade de vérios
antioxidantes, efeitos das dosagens e duracdo tém sido estudados pela anélise de fluidos
bioldgicos e tecidos de animais que passaram por uma dieta rica em antioxidantes.
(NIKI et al., 2005). Em compostos antioxidantes podem ser observadas diferencas nas
suas capacidades in vivo e in vitro. O metabolismo é principal fator para esta diferenca,
uma vez que os antioxidantes séo substratos das enzimas P450, sendo conjugados ou
metilados na fase de biotransformagéo (URSINI, 1999).

Para avaliar a capacidade e eficacia dos antioxidantes in vivo em diminuir
oxidacdo nos fluidos e tecidos bioldgicos. A quantificacdo da concentracdo de
biomarcadores € essencial para este prop6sito e muito destes tém sido aplicados para
avaliar o grau de oxidacdo em experimento em humanos e animais (HATHERILL,
1991).

O uso de um iniciador apropriado de oxidacdo € necessario para induzir a
intoxicagdo e, consequentemente ao dano oxidativo. Entretanto, sera somente verdade
que inducdo foi realizada com éxito se os biomarcadores usados sdo de alta
sensibilidade para mensurar mudancgas metabolicas em baixo grau de oxidacdo (RAO E

BALACHANDRAN et al.,2002).
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2.5 Marcadores bioquimicos do dano oxidativo

Os estudos acerca da avaliacdo do estresse oxidativo vém adquirindo
importancia. Os marcadores da oxidacdo desempenham um papel importante na génese
de processos metabolicos que culminam em enfermidades cronicas e degenerativas
(NIKI, 2010). A avaliacdo do estresse oxidativo depende da habilidade de afericdo da
presenca de espécies reativas mensuradas diretamente, por meio de sua concentracao em
fluidos bioldgicos e tecidos, ou indiretamente, mediante a avaliacdo dos danos causados
por esta oxidacdo (HALLIWELL E WHITEMAN, 2004).

Os biomarcadores possuem caracteristicas passiveis de avaliacdo e mensuracéo,
como indicadores de processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou de
resposta farmacoldgica a uma intervencao terapéutica. Como tal, refletiriam mudancas
em sistemas biologicos relacionadas a exposicdo ou aos efeitos de xenobidticos, ou
outros tipos de fatores que aqui incluiriamos aqueles relacionados ao estado patologico

de um individuo (DE ZWART, 1999).

Produtos aldeidicos da lipoperoxidacao

A propagacdo degenerativa de reacBes associada a peroxidacgdo lipidica s&o
frequente e tem como produtos finais a formacdo de vérios aldeidos e compostos
carbonilados (BENEDETTI et al., 1979; DE ZWART et al., 1999). A peroxidagédo de
acidos graxos poliinsaturados da origem a hidroperoxidos instaveis que, apos de
consecutivas cisdes, rearranjos e reag0es de oxidagédo, sdo convertidos em carbonilas

mais estaveis (KADIISKA et al., 2005; VALAVANIDIS etl al., 2006). Dentre elas
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estdo incluidas: n-alcanos, hidroperoxyalcanos, a-dicarbonil, cetonas saturadas e
aldeidos (DE ZWART et al., 1999).

A mais importante das carbonilas produzidas durante a liporoxidacdo séo
malondialdeido e 4-hidroxinonenal (figura 8) (MARK et al., 1997). Estes produtos s&o
encontrados em grande quantidade nos tecidos, principalmente no hepético. Alguns
destes compostos podem ser citotoxicos e genotoxicos por reagirem com proteinas e
acidos nucleicos (MARKESBERY & LOVELL, 1998; SPICKETT, 2013).

O 4-hidroxinonenal (HNE) (figura 8) é produto da peroxidacdo mais estudados e
sd0 muito reativos e citotoxicos (SPICKETT, 2013). O mecanismo de reacdo da
formacdo do HNE acontece a partir da degradagdo de intermediarios
hidroperoxioctadecadiendico na presenca de anion superoxido e catalizado por ions de
ferro (PRYOR & PORTER, 1990; POLI & SCHAUR, 2000).

Nos tecidos, HNE é metabolizado em compostos menos tdxicos as células e
hidrossollveis facilitando a sua execracdo (ALARY et al., 2003). Uma importante via
de metabolizacdo do HNE envolve a conjugacdo com antioxidantes do grupo dos tiois
como a glutationa, catalizada pela enzima glutationa — S — transferase nos hepat6citos
(SIEMS et al., 1998; BALOGH & ATKINS, 2011). Isso resulta a perda da insaturacao
permitindo a formacao do conjugado HNE-GSH (GUERAUD et al., 2006).

O HNE pode ser quantificado por espectrofotometria, sendo detectado numa
faixa de absorbancia que varia entre 220 a 223 nm. Em amostras com auséncia de
proteinas, as concentracbes de HNE podem ser quantificadas por HPLC separando-o

outros interferente.
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Figura 8. Estrutura quimica do 4-hidroxinonenal
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O malondialdeido é um produto secundério da peroxidacdo lipidica, derivado da
B-oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, tais como acido linoléico, araquidénico e
docosaexaendico (PETERSEN & DOORN, 2004). O MDA é um biomarcador geral de
dano oxidativo derivado da oxidacdo de lipidios em plasma (KADIISKA et al., 2005).

O MDA foi o foco de atencdo da peroxidacéo lipidica durante muitos anos, pelo
fato de poder ser quantificado na forma livre, utilizando-se o &cido tiobarbiturico
(TBA). Este aldeido reage com TBA e forma um cromdgeno de cor rosa fluorescente,
cuja absorcio ocorre em A de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm (THEROND et al,
2000) (Figura 7). Este teste ndo é especifico para MDA, devido que outros aldeidos
participam da mesma reagdo. Uma técnica utilizando HPLC com detec¢do no UV,
desenvolvida por Katepe em 2004, em soro humano, revelou-se mais especifica para
este marcador. Na técnica de Katepe, o soro é acidificado para liberar o MDA ligado ao

grupo amina de proteinas (VASCONCELOS et al., 2011). (Figura 9).
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Figura 9. Reacéo entre o MDA e o acido tiobarbitarico (VASCONCELOQOS et al., 2007)

Enzimas antioxidantes

Em resposta a exposi¢do inevitavel aos radicais livres provenientes de diversas
fontes, o organismo desenvolveu um sistema de mecanismo para eliminar estes radicais.

Esta é uma resposta evolutiva para lidar com as condicGes da vida aerdbia. Estas defesas
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podem ser enzimaéticas e ndo enziméaticas (CADENAS, 1997). As enzimas deste sistema
antioxidante se encontram espalhados por todo corpo. As principais sdo a superoxido
dismutase (SOD), Catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e redutase (GHS-R).

A SOD é responséavel pela redugdo do anion superoxido em H,O,. Em seguida, 0
peroxido de hidrogénio é convertido em agua e oxigénio pela catalase no lisossomo ou
pela. GHS-Px nas mitocondrias (FERREIRA & MATSUBARA, 1997,
VASCONCELOS et al.,2007). A SOD apresenta um grande potencial como
biomarcador. Segundo Griendling e fitzgerald (2003) trutas e tilapias expostas a
radiacdo UV apresentavam aumento da atividade da SOD no figado e na pele, como
resposta a formacé&o de anion superéxido, mediada por radiacdo UV.

A Glutationa e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico deste tiol estdo
associadas com alteracdes dos estados antioxidantes e com o aumento do estresse
oxidativo. Estas alteragdes implicam em lesbes de DNA gerando processos pré-
mutagénicos e podendo levar, em alguns casos, ao cancer (MEISTER, 1995;
SENTUERKER et al., 1997.

Este sistema € importante contra 0 aumento de radicais livres e envolve a enzima
denominada glutationa peroxidase (Gpx). (MANNERVIK, 1985). Esta enzima é
encontrada em muitos tecidos de origem animal e quatro diferentes tipos de glutationa
peroxidases sdo conhecidas, dentre as quais a fosfolipideo hidroperoxido glutationa
peroxidase (PHGSH-Px) que, também, consegue promover a reducao de hidroperoxidos
a partir de complexos lipidicos como colesterol, mesmo quando os peroxidos estdo
presentes na membrana celular (CARSOL 1997; NAGAI et al., 2001).

A GPx catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio (H.0O,) e perdxidos

organicos para seus correspondentes alcodis as custas da conversdao da GSH a GSSG
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(NAGAI, 2001). Embora a GPx tenha acdo fundamentalmente citosélica. In vitro ela é

capaz de reduzir hidroperoxidos da membrana celular (HAN et al., 2002) (Figura 10).

A familia de GPx integra o grupo de selenoproteinas, que tém, em seu sitio

ativo, o selénio (Se) obtido da pela ingestdo de alimentos de origem vegetal e animal

(selenometionina e selenocisteina) (NERY DIEZ et al.,2010).

No organismo humano, a selenometionina ocupa o lugar da metionina nas

proteinas e a selenocisteina € constituinte das selenoproteinas (RAYMAN, 2000)
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Figura 10. Mecanismo de interconversao da glutationa (JUNIOR et al., 2001)
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de residuos de trés frutos

amazonicos.

3.2 Especificos

- Obter extratos padronizados a partir dos residuos de agai, castanha e tucumg;

- Avaliar o potencial varredor de radicais livres in vitro destes extratos;

- Conhecer o efeito citotdxico e antioxidante dos extratos em modelo celular;

- Averiguar o efeito antioxidante e hepatoprotetor dos extratos em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos residuos dos Frutos

Trés frutos amazoénicos de grande consumo pela populacdo foram selecionados
para este estudo, sdo eles a castanha (Bertholletia excelsa), Acai (Euterpe Oleracea) e
Tucuma (Astrocaryum aculeatum). Eles foram coletados nos municipios de Coari/AM,
Rio Branco/AC e Manaus/AM. Apos a coleta, os residuos foram secos, limpos e
triturados em um moinho de facas. O Material florado das espécies foi coletado para

identificacdo botanica por especialistas dos herbarios da UFAM e do INPA.

4.1.2 Preparacao dos extratos

Os residuos utilizados foram as cascas e as sementes destes frutos e a partir deles
foram obtidos os extratos secos para as analises subsequentes. As extracdo dos
compostos dos residuos deu-se por maceracdo a frio por 48 horas com uma solucao
extrativa hidroalcodlica em uma propor¢do etanol:dgua 5:5 (v/v), sendo a relacdo
droga/solvente de 10%. Os extratos obtidos foram secos em spray dryer (MD 01,
Labmaq do Brasil, Ribeirao Preto, Brasil) com temperaturas de entrada e saida de 120°C
e 80°C, respectivamente e fluxo de 0,6 litro por hora com atomizador de 1mm de

diametro.

31



4.2 Delineamento Experimental

Residuos

Extrato

otimizado

Fenois Flavonoides DPPH ABTS
Viabilidade Atividade antioxidante
celular Celular
Antioxidante
in vivo

SH, SOD, CAT, COT

TGO, TGP, EBARS

Figura 11. Delineamento experimental ou plano de execuc¢édo do trabalho

4.3 Dosagem de Fendlicos totais

02.7

A concentracdo de fendis totais quantificou-se pelo método descrito por

Singleton & Rossi (1965) com algumas modificagGes. Inicialmente 10pL dos extratos

(Img/mL) mais 50puL da solugdo Folin-Ciocalteu (1:10) foram adicionados nas

microplacas e incubou-se, 0 mesmo, por 8 minutos, logo ap6s foi adicionado o

carbonato de sddio a 0,4% e novamente foi incubado por 3 minutos. Em seguida, fez-se

a mensuracdo da absorbancia em 620 nm. O padrdo utilizado foi o acido galico.

Fendis totais = Abs amostra X100
Abs padréo
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4.4 Dosagem de Flavonoides Totais

A quantificacdo de flavonodides totais foi mediante o método descrito por
Zhishen, Mengcheng, and Jianming (1999) com modificacdes. Inicialmente adicionou-
se 30uL do extrato (Img/mL), 90uL de etanol, 6L de cloreto de aluminio 10% e 6uL
de acetato de potassio nas microplaca. Em seguida as amostra adicionadas foram
incubadas por 30 minutos. Em seguida fez-se a leitura no comprimento de onda 510 nm.
O padrao utilizado foi quercetina.

Flavonoides totais = Abs amostra X100
Abs padrédo

4.5 Ensaio de varredura do radical DPPH

Este ensaio foi realizado de acordo com BRAND-WILLIANS (1995) com
pequenas modificagdes que para a utilizacdo de microplacas de 96 pocos. Inicialmente,
a solucdo de DPPH (0,8 mmol/L) foi preparada, em seguida, dilui-se a solu¢cdo de forma
que sua absorbancia seja proxima de 1.000+0,1. Na microplaca foi adicionado 30uL do
extrato e 270uL da solucdo de DPPH, em triplicata.

No controle utilizou-se 0 mesmo volume citados acima. Em seguida, incubou-se
a microplacas em temperatura ambiente na auséncia de luz por 30 minutos e entdo se
mensurou as absorbancias em um leitor de microplacas (DTX800, Beckman) no
comprimento de onda 517 nm. Para obtencdo da concentracdo minima inibitéria de 50%
dos radicais DPPH (Clsp), fez uma curva e gerou-se a equacao da reta.

Resultados desta equagdo foram em pmol/mL. As solugdes do padrdo e da

amostra estavam oitos concentracdo diferentes (0,781 a 100pug/mL) e as diluigdes foram
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de 1:1 até a 8° diluicho e descartou-se o Ultimo volume. Padrdo utilizado nesta
determinacdo foi a &cido galico.

Os calculos de inibicdo foram feitos mediante a férmula seguir:

% Inibigdo = 100 x [(Abs2 amostra — Abs controle)/Abs controle]

4.6 Ensaio de varredura do radical ABTS

A determinacéo de atividade antirradical realizou-se mediante 0 método descrito
Re et al., (1999) com pequenas modificagdes para possibilitar que teste fosse realizado
com utilizacdo de microplaca de 96 pocos. Onde os composto com atividade
antioxidante sequestaram os radicais ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), visualmente reduzindo a coloracdo do solucdo de radicais com conseguinte
reducdo da absorbancia. Inicialmente preparou-se a solucdo de ABTS pela reacédo de 0,7
mmol do radical ABTS dissolvido em agua deionizada 5 mL com 5 mL 2,4 mmol de
perssulfato de potéssio e o mistura reacional foi incubada em temperatura ambiente na
auséncia de luz por 12 horas para se obter a solugdo oxidada com tonalidade azul
esverdeada. Em seguida, dilui-se numa proporcdo de 1:5 da solucdo/ agua deionizada e
entdo ajustou-se a mesmo para uma absorbancia de 1,000£0,1 em um comprimento de
onda 715 nm. Retirou-se uma aliquota 30pL da amostra e 270 uL da solucdo de ABTS,
entdo, foram adicionado na microplaca em triplicata. Para o controle, 0s mesmos
volumes do diluente e de ABTS foram utilizados. As amostras e controle foram
incubados por 15 minutos na auséncia de luz. Logo apds, fez-se a leitura em leitor de
microplacas. Para obtencdo da concentragdo minima inibitoria de 50% dos radicais
ABTS"® (Clsp). Uma curva de concentragdo foi feita para a obtencdo da equacgdo da reta,

sendo os resultados desta equacao expressos em pmol/mL. As solucdes do padréo e da
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amostra estavam em oitos concentracdo diferentes que foram de 0,781 a 100ug/mL,
estas dilui¢des foram de 1:1 até a 8° diluigdo, o ultimo volume foi descartado. O Padréo

utilizado nesta determinacéo foi o acido gélico.

4.7 Ensaio de varredura do radical anion radical Superdxido

O método utilizado neste ensaio foi descrito Ozturk et al. (2007) e desenvolvido
por Ewing & Janero (1995). Uma tampdo TRIS-HCL 16 mmol/L pH 8 foi utilizado
como solvente para dissolucdo dos extratos secos dos residuos. Entdo, adicionou-se a
microplaca 50uL da amostra, 100 pL de azul de nitrotetrazélio a 250pumol e 100 pL de
NADH a 390 umol . Em seguida, fez-se a mensuragdo da absorbancia a 560 nm e
100pL de fenazina metilsulfato a 10uM foi adicionado na microplaca. Ap6s 5 minutos
de incubacdo fez-se uma nova leitura. O &cido galico serd usado como padréo
antioxidante para o teste. Os resultados da inibi¢do foram expressos em percentagem de

inibicdo e a Cls, foi obtida mediante uma a equacéo da reta.

Célculo de inibicédo

% Inibicdo = 100[(Abs2 amostra — Absl amostra)/Abs controle]

4.8 Teste de viabilidade celular

Antes da realizacéo do teste da atividade antioxidante em célula foi realizado um
teste de viabilidade celular. Foram utilizados fibroblastos humanos MRC-5 para estes
ensaios. A citotoxidade dos extratos foi determinada pelo método Alamar Blue de
acordo com Nakayama e colaboradores (1997). O Alamar Blue é um método

colorimétrico envolvendo a reducgdo da resazurina a resorufina. Brevemente as células
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(5%103 céls/pocos) cresceu em placas de cultura tissular e expostas aos extratos (50,
25, € 12,5 pg/mL) por 24, 48 and 72 h. Apds a incubacdo 10pL da solucdo de Alamar
Blue (0.4% Alamar Blue (resazurina) em PBS) foi adicionada e as células foram
incubadas por 2 horas a 37°C. Mensurou-se a fluorescéncia em leitor de microplaca
usando uma excitacdo a 545 nm e emissdo a 595 nm e expressa em percentagem de
células em relagdo ao controle negativo. A doxorrubicina (5ug/mL) foi utilizada como

controle positivo. O teste foi realizado em quatruplicata.

4.9 Teste de Atividade antioxidante em célula

A producéo de espécies radicais de oxigénio intracelular detectou-se utilizando o
composto ndo fluorescente, o 2'7'-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), como
descrito por Wolfe e Liu (2007). O DCFH-DA foi hidrolisado por esterases
intracelulares e, em seguida, oxidado por hidroperoxidos em que um composto
fluorescente, 2'-7'-DCF. As células MRC-5 foram semeadas a uma densidade de 6 x 10*
células / po¢o numa microplaca de 96 pocos em 100 uL de meio de cultivo. Vinte e
quatro horas ap6s de serem semeadas, 0 meio de cultivo foi removido e lavou-se 0s
pogos com PBS. Em seguida, 100 pL de uma solugdo 10 uM de DCFH-DA, dissolvido
em tampdo de Hank serdo adicionados aos pocos e incubados durante 30 mina 37°Ce
CO2 a 5%. Em seguida, as células foram lavadas com 100 uL de PBS e adicionou-se
100 puL da solucdo dos extratos, com diferentes concentracbes, na microplaca. A
fluorescéncia foi mesurada imediatamente a excitacdo de 485 nm e comprimento de
onda de emisséo de 520 nm durante 60 min em intervalos de 5 min. Os controles com /
sem DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos analogos. Quercetina foi

utilizados como controle positivo da atividade antioxidante em células.
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4.10 Ensaio de atividade antioxidante in vivo

O efeito antioxidante in vivo dos extratos foram avaliados mediante
hepatotoxicidade induzida pelo dano oxidativo causado pelo CCl; de acordo com o
método descrito (HIRAI et al., 2011) com algumas modificacbes. Foram utilizados 55
(33.61 + 2.95 g) camundongos divididos em cinco grupos contendo cinco animais em
cada. Nos grupos 1 e 2 (grupos de teste), administrou-se uma dose de 100, 200 e 400
mg/kg dos extratos de residuos e CCl, a 25% (grupo 1, 2 e 3), grupo 4 (controle normal)
administrou-se solugdo salina (1ml/Kg, p.0), grupo 5 (grupo CCL,) recebeu somente
salina (1ml/Kg) e CCl, a 25%. Durante cinco dias, os animais receberam o tratamento
com 0s extratos por via oral.

No quinto dia, ap6s 4h de jejum, os animais receberam uma injecdo por via
intraperitoneal de CCl, (2ml/kg) de solucdo a 25% em azeite de oliva, com excecdo do
grupo 4 (controle normal) que recebeu solucdo salina. Depois de 18h da injecdo de
CCly, o animal foram sacrificados com uma injecdo letal de tiopental e amostras de
sangue e figado foram coletadas. Amostras de sangue foram centrifugadas (3000 rpm /
10 min) para a obtengdo do plasma. O plasma foi utilizado para a estimativa dos
pardmetros bioquimicos. O figado foi processado para avalia¢do dos indices de produtos
da lipoperoxidagdo. O presente projeto foi submetido ao comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal do Amazonas e somente foi realizado apds sua

aprovacao.
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4.11 Dosagens de Parametros bioquimicos

Os parédmetros bioquimicos envolvendo marcadores enziméticos do dano
hepatico como as transaminases (TGO e TGP) foram realizados utilizando Kits
comerciais (Labtest, Minas Gerais, Brasil). O aparelho de automacdo utilizado para

quantificacéo deste biomarcadores foi 0 Chem well Plus®.

4.12 Capacidade oxidante total

O ensaio desenvolvido por Erel (2005) tem como base na oxidagdo do ion
ferroso, complexado com o-dianisidina, para ions férricos. Os ions férricos reagem com
o xilenol Orange em um meio acido gerando um complexo colorido que pode ser
mensurado em espectrofotdmetro. Os regentes foram preparados da seguinte maneira:
Reagente 1: O reagente 1 foi preparado pelo dissolugédo de 114 mg de xilenol Orange e
8,18 g de NaCl em 900 mL de H,SO,4 a 25 mM e 100 pL de glicerol foi adicionado a
solugdo. O reagente final constituia 150 uM de xilenol Orange, 140 mM de NaCl e 1,35
M de glicerol. O pH da solucéo foi ajustado para 1,75. O reagente 2 foi preparado pela
dissolucdo de 1,96g de sulfato ferroso amoniacal e 3,17 g de diidroclorato de o-
dianisidina em 1L de H,SO,4 a 25 mM. A solucéo final foi composta por 5mM de sultafo
ferroso amoniacal e 10 mM de diidroclorato de o-dianisidina. Na microplaca
inicialmente adicionou-se 225uL do reagente 1 e 35uL da amostra(soro) e fez-se a
leitura do branco. Em seguida, foi adicionado 11pL do reagente 2 com cuidadosa
homogeneizacdo. Apos 4 minutos de incubacgéo, na auséncia de luz, fez-se a leitura em

560 nm. O teste foi calibrado mediante uma curva de perdxido de hidrogénio e os
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resultados sdo expressos em pmol/L equivalente de H,O, por litro (umol H,O,

Equiv/L).

4.13 Quantificacdo de tiois totais

A concentracdo de tiodis totais foi quantificada pelo método descrito Ellman e
modificada por Hu et al (1994). Os tidis presentes na amostra reagem com 5 5-ditiobis-
(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) formando &nions coloridos. Inicialmente, € adicionado
a microplaca 300pL de uma mistura do tampéo TRIS 0,25 mM pH 8,2 com 20 mM de
EDTA. Em seguida, adicionou-se 3,8 uL de DTNB e 7,5 da amostra (soro) ou do
padrdo glutationa reduzida a 0,5 mM (GSH). A microplaca foi incubada por 15 minutos
em temperatura ambiente na auséncia de luz. Apos a incubacdo, fez-se a leitura em

comprimento de 405 nm.

4.14 Quantificacdo de TBARSs.

A lipoperoxidagdo determinou-se pelo método de TBARS de ohkawa et al.,
(1979), modificado por Draper & Hadley, (1990). O MDA, um produto final da
lipoperoxidacdo, reage com o 4acido tiobarbitirico (TBA) formando um cromoforo
rosado quantificado espectrofotometricamente. Primeiramente, fez-se 0 homogenato do
tecido hepatico por lixiviagéo, ressuspendendo-o em NaCl a 150 uM. Adicionou-se 100
uL do homogenato a 1 ml de solugdo contendo 400 pL de tamp&o acido acético 1,3 M
em HCI a 0,27 M, pH 3,4; 400ul TBA 0,8% e 200 pul de SDS 8,1%. Incubou-se a

mistura em um digestor a 95 °C por 60 minutos. Apos a incubacéo, centrifugou-se as
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amostras a 3500 rpm por 10 minutos, a absorbancia foi mesurada em 535 nm. A
concentragdo de MDA total das amostras do tecido foi determinado mediante utilizagio
de uma equacdo da curva do padrdo de MDA com 5 diluigdes (0,25; 0,5; 1; 2; 4

pmol/L)

4.15 Ensaio da atividade do superoxido dismutase

A quantificacdo de enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) foi
realizada conforme o método proposto por Nishikimi. O método se baseia na conversao
da NBT em formazan indicando a presenca do anion superoxido. Inicialmente
adicionou-se 80 pL de PMS (186 uM) e 20 uL NBT (300 uM), 13 uL NADH e 2 pL do
homogenato do figado. Todas as solugdes citadas foram feitas em Tampéo pirofosfato
de sddio (pH 8.3 a 0,052 M). A microplaca foi incubada por 90 segundos e, logo apos,
foi adicionado o &cido acético para interromper a reacao. Depois fez-se a leitura em 560
nm. Resultados foram obtidos foram expresso em U/mL. Os procedimentos acima

foram realizado no ChemWell® da Awareness technology.

4.16 Capacidade antioxidante total

A determinacdo de atividade antirradical foi realizado mediante o método
descrito Re et al., (1999) com pequenas modificagOes para possibilitar que teste fosse
realizado com utilizag&o de microplacas de 96 pocos. Onde os compostos com atividade
antioxidante inibiu os radicais ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-acido

sulfénico), visualmente reduzindo a coloragdo do solucdo de radicais com consequente
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reducdo da absorbancia. Inicialmente, fez-se a solugéo de ABTS pela reagdo de 0,7 mM
do radical ABTS dissolvido em agua deionizada 5 mL e adicionado em 5mL 2,4 mM de
perssulfato de potassio e se incubou a mistura reacional em temperatura ambiente na
auséncia de luz por 12 horas para se obter a solugdo oxidada de tonalidade azul
esverdeada. Em seguida, a solugéo foi diluida numa propor¢do de 1:5 da solugdo/ agua
deionizada e entéo ajustada para uma absorbancia de 1,000+0,1 em um comprimento de
onda 715 nm. Retirou-se uma aliquota 10uL do soro e 270 uL da solugdo de ABTS e,
entdo, foram adicionados a microplaca em triplicata. No controle, 0 mesmos volumes de
diluente e de ABTS foram utilizados. As amostras e controle foram incubados por 15
minutos na auséncia de luz. Logo apds, fez-se a leitura em leitor de microplacas em um
comprimento de 620 nm. O calculo foi realizado através da equacao gerada na curva de
concentragéo do trolox. A curva foi feita com cincos concentragdes diferente de trolox

com o R=0,99.

4.19. Analise estatistica

As analises in vivo foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados
como mediatdesvio padrdo da media. A comparagdo de mais de duas medias foi
realizada utilizando teste de variancia (ANOVA), sendo que a diferenca entre as médias

foram consideradas significativas quando o p-valor foi menor que 0,05.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Determinacéo de fendis e flavondides totais.

A determinacdo de fenois totais foi realizada por meio do método de Folin —
Ciocalteu, enquanto a quantificacdo de flavonoides totais foi mediante o método de
Singleton & Rossi (1965) e foram obtidos os seguintes resultados. Foram obtidos dois
tipos de extratos: hidroetandlicos e etandlicos. Os extratos dos residuos de acai
apresentou um alto teor de compostos fenolicos e de flavonoides tanto no extrato
hidroetandlico quanto no etandlico (37,24+1,87%; 1,69+0,31 e 36,59+1,13; 3,26+021).
Observou-se, também, que os residuos de tucuma contém uma concentracdo
consideravel de fendis e flavonoides nos dois extratos obtidos (20,99+0,81%; 1,26+0,05
e 6,95+0,15; 2,87+0,50). No entanto, os extratos da castanha do Brasil foram quem
apresentaram os menores teores dentre os trés residuos de frutos, a percentagem de
compostos fendlicos e flavondides sdo relativamente baixa em relacdo aos outros

residuos. (Tabela4).

Tabela 4. Teores de fendis e flavonoides totais dos extratos de residuos de acai, tucuma
e castanha do Brasil.

Extrato Fenois (%) Flavonoides (%)
Acai
Hidroetanolico 37.25+1.87 1.69+0.31
etanolico 36.,59+1.13 3.26+0.21
Tucuma
Hidroetanolico 20.99+0.81 1.26 +0.05
Etanolico 6.95£0.15 2.87+0.50
Castanha do Brasil
Hidroetanolico 4.44+0.22 0.57+0.09
Etanolico 5.52+0.02 2.52+0.16
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5.2 Capacidade sequestrante do DPPH

De acordo com a figura 12, os resultados obtidos na determinacdo da capacidade
sequestrante do radical DPPH™ foram expressos em percentagem de inibicdo, mediante
a curva de inibicdo expressos em pg/mL. A Clsp variou de 9,56+0,46 pg/mL a
188,73+15,72 pg/mL. De acordo com figura 12, o extrato dos residuos do agai (Clsp =
9,56+0,46 pg/mL) apresentou valores proximos ao padrdo acido galico (7,34+
0,38ug/mL), ou seja, contém um potencial antioxidante semelhante ao padréo. Deve-se
as altas concentracfes de fendlicos, algo muito caracteristico no fruto do acai. No
entanto, o extrato dos residuos da castanha apresentou ICsy maior que 100 pg/mL,
significando que o mesmo possui baixa capacidade de sequestro. Observou-se que o
extrato do tucumd@ contém uma capacidade moderada de sequestro de radicais

(21,77+1,46 pg/mL), apesar do mesmo conter muitos compostos antioxidantes.
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Figura 12. Curva da inibicdo dos radicais DPPH pelos extratos secos dos residuos de agai
(A), tucumd (B), castanha (C) e padréo acido galico (D). Resultados expressos em media e
desvio padrédo. (n = 3)
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5.3 Ensaio de sequestrante do radical ABTS*

Este ensaio tem o mesmo propdsito determinar a capacidade sequestrante de
radicais, mas o radical presente neste ensaio é 0 ABTS™. Os resultados de inibicéo
foram expressos em percentagem e o Clsg foi obtido pela equagéo das curvas de inibi¢ao
dos extratos. De acordo com o mostrado na figura 13, dos extratos avaliados neste
estudo, os extrato do residuo do acai e tucuma mostraram ter atividade sequestrante
diminuindo da concentracdo de radicais ABTS® presente na microplaca. O extrato de
acai apresentou um Clso de 17,88+0,49 pug/mL. Porém, atividade apresentada pelo acai
foi menor do que o padrdo utilizado no ensaio, o &cido galico com ICsy de 2,16 + 0,06
ug/mL. Os extratos dos residuos do tucumd e castanha apresentaram uma capacidade
menor inbicdo dos radicais ABTS, em relagdo ao padréo, sendo os ICsy de 37,25+0,52

pg/mL e 106,93+1,99 pg/mL, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Curva da inibi¢do dos radicais ABTS pelos extratos secos dos residuos de
acai (A), tucuma (B), castanha (C) e padrdo acido galico (D). Resultados expressos em
média e desvio padrdo. (n = 3)
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5.4 Capacidade sequestrante do anion superéxido

Para determinar a capacidade dos extratos em sequestrar o anion superoxido foi
realizado ensaio proposto por Ozturk et al (2007), onde ha conversdo do NBT em
formazan na presenga do anion. Segundo a figura 14, os extratos tiveram uma
capacidade de sequestro baixa em relacdo ao padréo utilizado no teste do &nion
superoxido, o &cido géalico (Clsg = 29,81+1,16 pg/mL). Os residuos que obtiveram 0s
melhores resultados foram o acai e 0 tucumd com concentracBes de inibicdo
semelhantes, sendo estes resultados de Clsp de 50,14+1,25 pg/mL e 53,14+8,17 pg/mL,
respectivamente. Observou-se que para o residuo da castanha sequestrar 50% dos anions
presente no meio, foi preciso uma concentracdo de Clso = 425,31+4,51 pg/mL,

mostrando ter baixa capacidade de sequestro para este radical.
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Figura 14. Curva da inibicdo do anion radical superdxido pelos extratos secos dos
residuos de acai (A), tucuma (B), castanha (C) e padrdo acido galico (D). Resultados
expressos em média e desvio padrdo. (n = 3)
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Viabilidade (%)

Viabilidade (%)

5.5 Teste de viabilidade celular

Para verificar uma possivel citotoxicidade dos extratos, realizou-se o ensaio com
fibroblastos MRC-5 utilizando o corante alamar blue para determinacdo da viabilidade
destas células. Neste ensaio, observou-se a viabilidade de células ap6s a incubagdo dos
extratos com as celulas em 8 diferentes concentragdes. As células viaveis convertem a
resazurina em cromaforo rosado, rezorufina, aquelas que ndo estdo viaveis ficam com a
coloragdo azul. Utilizando concentracfes que variavam entre 1,67 a 100 pg/mL, a
exposicao das células aos extratos de acai e tucuma diminuiu da viabilidade celular na
concentracdo de 100 pg/mL, apresentando uma percentagem 9,22 + 0,33% e 26, 46 +
1,21%, respectivamente. Mas, a atividade citotoxica observadas nestes extratos s&o
diferente ao que vista na doxorrubicina que exerce este efeito em 5 pg/mL. Por outro
lado, o tratamento com extrato do residuo de tucuma praticamente ndo teve um efeito
citotoxico, na concentracdo de 100 pg/mL, sendo a percentagem de viabilidade foi de
87,05 + 2,65% (figura 15).
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Figura 15. Ensaio de viabilidade de celular em linhagem de fibroblastos MRC-5 dos
extratos de residuos do acai (A), Tucuma (B) e Castanha (C), Doxorrubicina (D).
Resultados expressos em media e desvio padréo (n = 3).
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5.6 Teste de Atividade antioxidante celular

Sabe-se que o metabolismo celular gera muitos radicais livres, na sua maioria,
derivados do oxigénio radicalar. Para avaliar a capacidade antioxidante em célula de um
extrato ou composto, usa-se 0 método da diclorofluoresceina (DFC), onde a mesma é
oxidada por radicais oxigenados formando fluoresceina, que pode ser monitorada por
fluorescéncia. Foram realizados ensaios de verificagdo da atividade antioxidante por
meio do método da diclorofluoresceina em fibroblastos humanos MRC-5. Todos os
extratos apresentaram um potencial antioxidante neste ensaio, contendo inibicdes
proximas a 80% nas concentracdes utilizadas, as quais foram de 50, 25 e 12,5 pg/mL
(Figura 16). Conforme apresentado na figura 16, dos extratos avaliados, aquele que
apresentou o melhor resultado extrato foi o da castanha. O mesmo inibiu 86,40 £ 2,81%
na concentracdo de 50 pg/mL e manteve a inibicdo proxima dos 80 % nas menores
concentragfes. O acai teve a sua melhor inibicdo em 50 pg/mL (83,51 + 2,55%), mas
conforme foi decrescendo a concentracdo, também atividade decrescia. Nas
concentracdes de 50 (71,76 *+ 6,63%) e 25 pg/mL (70, 96 = 1,65%), 0 extrato do tucuma
apresentou uma atividade antioxidante em torno de 70%, semelhante ao acai. A mesma
era proporcional a concentracdo, ou seja, quanto menor a concentragdo, menor a

atividade.
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Figura 16. Ensaio da atividade antioxidante celular em linhagem de fibroblastos
MRC-5 dos extratos de residuos do acai (A), Tucuma (B) e Castanha (C) em
comparacao com a quercetina. Resultados expressos em média e desvio padrao (n = 3).
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5.7 Ensaios atividade antioxidante e hepatoprotetora dos extratos de residuos do
acai, tucumad e castanha.

Para avaliar atividade antioxidante in vivo dos extratos foram realizadas
dosagens de cinco pardmetros, além das transaminases. Os testes realizados foram: a
capacidade oxidante total (COT), superdxido dismutase (SOD), tidis totais (SH)
capacidade antioxidante total (CAT) e quantificacdo de TBARS. O primeiro se baseia
na oxidacdo da o-dianisidina pelos radicais gerados a partir do H,O, convertendo-a em
um cromoforo escuro, na presenca de antioxidante ndo ha esta conversdao devido o
sequestro dos radicais. O segundo determina-se a atividade da SOD mediante a
conversdo do NBT em formazana, ndo havendo formacdo de cromdéforo quando o
extrato possui uma atividade antioxidante. Os tiois totais determina a quantidade de
compostos plasmaticos contendo o grupo tiol pela reacdo 5-ditiobis-(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB) formando anions coloridos. A CAT verifica a atividade
antioxidante do plasma pela inibicdo dos radicais ABTS™, onde observou-se um
decréscimo na absorbancia quando houve uma atividade. O Ultimo determina-se a
quantidade de malondialdeido formado no plasma pela reacdo com acido tiobarbitdrico
formando um complexo de coloragdo rosada, 0s extratos contendo compostos
antioxidantes inibem a formacdo deste complexo. A utilizagdo das transaminases
auxilia investigar o potencial hepatoprotetor de composto, seja ele sintético ou natural.
A elevacdo da concentracdo destas enzimas no plasma indica injurias teciduais,

principalmente de tecido hepatico.

49



5.7.1 Agai

Quantificacdo de TBARs

Conforme a figura 17, a quantificacdo das espécies reativas ao 4acido
tiobarbiturico foi realizado com plasma dos camundongos dos grupos tratados com as
doses de 100, 200, 400 mg/Kg, bem com o basal e 0 CCL..

Verificou-se que o tratamento com o extrato dos residuos de agai diminuiu
significativa (p < 0,05) a concentracdo de MDA do plasma dos animais tratados. De
acordo com o visto na figura 17, a concentracdo de MDA nas doses citadas foram 0,65
+ 0,00 pmol/L, 0,85 = 0,12 umol/L e 0,78 £ 0,03 pmol/L, entdo estes resultados
demonstrando que o tratamento reverteu a toxicidade deixando as concentragOes de

MDA do grupo tratado aos niveis encontrados no grupo controle.
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Figura 17. Quantificacdo de TBARSs no plasma de camundongos intoxicados por CCL,4 e
suplementados com o extrato dos residuos de acai. Resultados expressos em média e

desvio padrdo (n = 5). Nivel de significacdo de p < 0,05**

50



Determinacao da atividade da SOD, COT, CAT e tidis totais.

Em relacdo ao efeito do extrato dos residuos de acai na atividade da superoxido
dismutase (SOD) nos animais tratados, a dose de 200 mg/Kg (423,13 + 362,81 U/mL)
apresentaram uma melhor resposta a atividade desta enzima, sendo mesma a duas vezes
superior ao grupo CCL,, apesar da intoxicacao pelo CCL4 (figura 18).

No ensaio de determinagdo de tidis totais, a doses de 100 e 200 mg/Kg
apresentou uma concentracdo de tidis de 0,94 + 0,21 e 1,19 + 0,39 mmol/L. Porém, um
decréscimo foi observado na dose de 400 mg/Kg, sendo a concentracéo de 0,79 + 0,17
mmol/L, sendo préxima ao grupo basal

Na capacidade antioxidante total (CAT) as dosagens de 100 (0,95 + 0,22
mmol/L) e 200 mg/Kg (1,20 + 0,41) mostram ter os melhores potenciais antioxidante
plasmatico. Por outro lado, em 400 mg/Kg (0,80 + 0,17 mmol/L) foi diminuida esta

capacidade, assemelhando-se ao grupo intoxicado.

No ensaio de capacidade de oxidante total (COT), o tratamento com extrato na
dose de 100, 200 e 400 mg/Kg, diminui a concentracdo de oxidante, sendo a
concentragéo de 1,27 + 0, 83; 1,31 + 0,33 e 1,98 = 1,22 umol/L, respectivamente.

Porém, observou-se que houve um aumento da oxidagéo na 400 mg/Kg.

Atividade hepatoprotetora

Determinou-se a atividade hepatoprotetora através da atividade das
transaminases (TGO e TGP), utilizando-as como marcadores do dano hepatico.
Conforme visto na figura 19, a concentracdo de TGP observadas nas doses
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administradas para os camundongos foram 932,12 + 222,45; 895, 85 + 153,19; 982,01
* 232,69 U/L, respectivamente. Os resultados observados na atividade da TGO foram
950,44 + 226,85; 913,43 £ 156,20; 1001,30 + 237, 26 U/L. A dose que mais efetiva na
atividade das transaminases foi a dose de 200 mg/mL que reduziu de forma

significativa a concentragdo deste marcador no grupo tratado com esta dose (p <

0,05).
4
800
3
600 a
= 3
= 400 E: 2 -
g 3 T
P L
“ 200 1
I 1
0 ‘ 0
Basal CCL4  CCL4+100 CCL4+200 CCL4+400 Basal CCL4  CCL4+100 CCL44200 CCL 4+400
Acai (mg/Kg) Acai (mg/Kg)
2 2
*k * %
1.5 L5
< H
E 1 £ 1 _L
= =
0.5 ﬁ ~o0s
0 0
Basal CCL4  CCL4+100 CCL 44200 CCL 44400 Basal CCL4  CCL4+100 CCL 44200 CCL 4+400
Acai (mg/Kg) Acai (mg/Kg)

Figura 18. Marcadores antioxidantes plasmatico de camundongos suplementados com o
extrato seco dos residuos do acai nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e induzidos ao estresse
oxidativo por CCl,. SOD: Superoxido dismutase; COT: Capacidade oxidante total; SH: Tiois
totais; CAT: Capacidade antioxidante total. Resultados expressos em média e desvio padrdo
(n =5). Nivel de significancia de 95% (P < 0,05)**
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Figura 19. Marcadores bioquimicos hepaticos de camundongos suplementados com
extrato seco dos residuos de acai nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e e induzidos ao
estresse oxidativo por CCl,. TGP: Transaminase glutdmica piravica; TGO:
Transaminase glutdmica oxalacética. Resultados expressos em média e desvio padréo.
(n=5). Nivel de significancia de 95 (P < 0,05)**
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5.7.2 Tucuma

Quantificacdo de TBARs

De acordo com figura 20, O tratamento com extrato dos residuos de tucuma
apresentou um efeito na concentracdo de MDA plasmatico. As doses de 100, 200, 400
mg/Kg verificou-se que concentracdes deste aldeido nos grupos tratados foram 1,71 +
0,01; 2,27 + 0,06; 0,83 £ 0,07 umol/L, respectivamente. Os resultados mostram que
houve o decréscimo, em relacdo ao grupo ndo tratado, sendo essa diminuicdo mais

significativa na dose de 400 mg/mL.
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Figura 20. Quantificacdo de TBARs no plasma de camundongos intoxicados por
CCL,4 e suplementados com o extrato dos residuos de tucumé. Resultados expressos
em média e desvio padrdo (n = 5). Nivel de significacdo de 95% ( p < 0,05)**
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Determinacéo da atividade da SOD, COT, CAT e tiGis totais.

Conforme a figura 21, o extrato do tucumd influenciou na atividade dos
marcadores antioxidantes. As dosagens administrada promoveu a elevacgdo da atividade
da SOD, destacando o resultados visto a dose de 200 mg/mL que foi 297,40 + 257,66
U/mL.

Observou que a mesma dosagem decresceu a concentracdo de oxidante no
plasma, sendo a concentracdo de 0,34 £ 0,19 pmol/L. Por outro lado, houve o aumento
da capacidade oxidativa na dose de 400 mg/mL (1,21 £+ 0,74 pumol/L). Em relacdo a
quantificacdo de SH, os animais tratados com 100 e 200 mg/Kg tiveram a elevagdo no
concentracdo de SH, mas a diminuicdo da concentracdo de tiois totais foi observada na
dose de 400 mg/Kg (0,64 = 0,14 mmol/L), enquanto a capacidade antioxidante total
apresentada pelo dosagem de 100 mg/Kg foi de 2,90 = 0,96 mmol/L, assim sendo 2

vezes esta capacidade, em relacdo ao controle (0,90 £ 0,10 mmol)

Atividade hepatoprotetora

De acordo com figura 22, observou que 0s animais tratados com o extrato dos
residuos de tucuma tiveram o seu perfil da atividade das transaminases melhorada ap6s
o tratamento. Os resultados obtidos na quantificagdo de TGO nas doses administradas
foram 624, 34 + 480, 59; 926,10 = 790,97; 1061,21 £+ 901, 28 U/L, respectivamente
Enquanto a concentracdes de TGP observadas nos animais tratados foram 454,30 * 56,

75; 877,85 + 90,82; 842, 91 + 99,09, respectivamente.
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Figura 21. Marcadores antioxidantes plasmatico de camundongos suplementados com o
extrato seco dos residuos de tucuma nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e induzidos ao estresse
oxidativo por CCl,. SOD: Superoxido dismutase; COT: Capacidade oxidante total; SH: Tidis
totais; CAT: Capacidade antioxidante total. Resultados expressos em média e desvio padrdo
(n =5). Nivel de significancia de 95% (P < 0,05)**
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Figura 22. Marcadores bioguimicos hepaticos de camundongos suplementados com
extrato seco dos residuos do tucumd nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e e induzidos ao
estresse oxidativo por CCls. TGP: Transaminase glutamica pirdvica; TGO: Transaminase
glutdmica oxalacética. Resultados expressos em média e desvio padrdo. (n = 5). Nivel de
significancia de 95 (P < 0,05)**
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5.7.3 Castanha

Quantificacdo de TBARs

Na figura 23, observa-se que dose 100, 200 e 400 mg/Kg tem concentragdes
préxima ao encontrados no grupo bassal. Os valores da concentracdo de MDA obtidos
dos animais tratados com as respectivas doses foram 0,37 + 0,04; 0,90 £ 0,04; 0,56 +
0,02 pMol/L. O tratamento com este extrato teve um efeito significativo na
concentracdo de MDA plasmatico, ja que houve diferenca do grupo tratado em relacéo

ao nao tratado (p< 0,05).
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Figura 23. Quantificacdo de TBARs no plasma de camundongos intoxicados por CCL, e
suplementados com o extrato dos residuos da castanha do Brasil. Resultados expressos em
média e desvio padrdo (n = 5). Nivel de significacdo de 95% ( p < 0,05)**
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Determinacao da atividade da SOD, COT, CAT e tidis totais.

Em relacéo ao extrato da castanha, os animais tratados com 200 mg/Kg (573,35
+ 578,20 U/mL) tiveram uma atividade da SOD muito mais efetiva que as 100 (141,63
+ 62,11 U/mL) e 400 mg/Kg (133,83 £ 27,88 U/mL). Por outro lado, no ensaio da COT,
a dose de 100 mg/Kg diminuiu a concentracdo de radicais de oxigénio, sendo esta
concentracdo de oxidante de 0,29 + 0,49 umol/L, nas demais dose foram 0,52 £ 0,73 e
0,56 £ 0,48 umolL/L (Figura 24).

De acordo com figura 24, a dose de 400 mg/Kg (0,35 + 0,08 mmol/L)
promoveu o decréscimo da SH comparado ao grupo intoxicado (0,87 + 0,07 mmol/L).
Conforme a figura 24, todas as dosagens administradas aos grupos tratados
demonstraram uma atividade antioxidante, sendo que os resultados observados foram
0,93 + 0,06 (100 mg/Kg); 0,85 + 0,07 (200 mg/Kg); 0,86 + 0,05 (400 mg/Kg) mmol/L.
Observou-se, também que atividade antioxidante ficou um pouco elevada em relacdo ao

grupo basal (0,90 + 0,20 mmol/L).

Atividade da hepatoprotetora

De acordo com figura 25, observou que 0s animais tratados com o extrato dos
residuos da castanha tiveram o seu perfil de atividade das transaminases melhorada ap6s
o tratamento. Esse efeito é mais significativo nos animais tratados com a dose de 400
mg/Kg. (p<0,05).

Os resultados obtidos na quantificacdo de TGO nas doses administradas foram

750,85 + 63,97 (100mg/Kg); 917,33 + 0,74 (200 mg/Kg); 534,3 + 351,65 (400 mg/Kg)
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U/L, respectivamente. Enquanto as concentracbes de TGP observadas nos animais

tratados foram 937,27 £ 75,34; 1081,94 + 21,57; 275,70 £ 139,60 U/L, respectivamente.
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Figura 24. Marcadores antioxidantes plasmatico de camundongos suplementados com o
extrato seco dos residuos da castanha do Brasil nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e e induzidos
ao estresse oxidativo por CCl,. SOD: Superoxido dismutase; COT: Capacidade oxidante total;
SH: Tidis totais; CAT: Capacidade antioxidante total. Resultados expressos em média e desvio
padrdo (n = 5). Nivel de significancia de 95% (P < 0,05)**
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Figura 25. Marcadores bioquimicos hepaticos de camundongos suplementados com extrato
seco dos residuos da castanha do Brasil nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, e submetidos ao
estresse oxidativo com CCl,. TGP: Transaminase glutdmica pirdvica; TGO: Transaminase
glutdmica oxalacética;. Resultados expressos em média e desvio padrdo. (n = 5). Nivel de
significancia de 95 (P < 0,05)**
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6.0 DISCUSSAO

Atividade antioxidante dos extratos de residuos in vitro.

O presente estudo buscou avaliar a atividade antioxidante de residuos de frutos
que sdo consumidos pela populacdo amazbnica que sdo o0 acai, tucuma e castanha. A
partir da semente do acai, casca do tucuma e pelicula marrom da castanha obteve-se um
extrato hidroetandlico para avaliar a atividade antioxidante em ensaios em in vitro e in
vivo, englobando dentro do ultimo teste para avaliagdo da atividade hepatoprotetora.

Ao longo dos ensaios observou que os residuos destes frutos sdo ricos em
compostos fendlicos o que pode conferir a estes atividades antioxidante e
hepatoprotetora.

O acai € conhecido por ter varios composto fendlicos, dentre estes 0s
flavondides. A concentracdo de fendlicos encontrados na semente do fruto é
consideravelmente alta, confirmando relatos de outras literaturas (RODRIGUES et al.,
2006; HEINRICH et al., 2011). Acredita-se que a maior parte dos constituintes
existentes sejam antocianinas, ja que a quantidade de flavonoides encontrada foi baixa
(tabela 4), devido a especificidade do método utilizado para este fenol (PRIOR et al.,
2005; PACHECO — PALENCIA et al., 2009). Outros tipos de fendlicos fazem parte da
composigdo quimica do agai como a proantocianidinas, derivados do &cido galico e
ligininas (CHIN et al., 2008; KANG et al., 2010; 2011).

Observou-se que os residuos do tucuméa contém uma quantidade consideravel de
compostos fendlicos em torno de 20%, conforme visto na tabela 4. Sabe-se que este
fruto possui varios compostos antioxidantes, porém, a sua maioria sao de caracteristica
apolar como os carotenos e tocoférois (FERREIRA et al., 2009). Apesar disso, ndo ha

tantos artigos relacionados a quantificacdo de compostos fendlicos contidos em seu
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fruto, principalmente na casca. A maioria dos estudos esta voltados para caracteriza¢do
nutricional e a utilizagdo do Gleo para biodisel. (YUYAMA et al., 2008; SIMOES,
2010).

Entretanto, as quantidades encontradas de fendlicos no extrato da castanha do
brasil foram menores em relagéo aos outros extratos, em torno de 4%, segundo a tabela
4. Este resultado difere ao afirmado por outra literatura de reviséo, onde a mesma relata
que a castanha do brasil contém altas concentracbes de compostos fendlicos em sua
pelicula, principalmente &cido elagico, flavonoides, catequinas e epicatequinas (Yang,
2009).

John e Sahidi (2010) encontraram altas concentracdes de fendlicos na pelicula
da castanha, a concentragdo era maior a que é encontrada em outras améndoas. A
predominancia de constituintes fitoquimicos com capacidade inibicdo de radical livre
conhecido pela polpa do acai se confirma em sua pelicula (HEINRICH et al., 2011;
2012).

Nos ensaios de atividade sequestrante, os radicais foram sequestrados com
baixas concentracdes dos extratos, exceto no superdxido, onde foi necessaria uma
concentragdo maior para inibir este anion. Nos testes do DPPH e ABTS foi eficaz a
capacidade dos compostos contidos nestes frutos em inibir a acdo oxidante destes
radicais.

Hogan et al (2010) demonstrou que extrato de agai possui um elevado potencial
de sequestro de oxidantes. Chin et al. (2008) observou o mesmo efeito, mas sendo
muito ativo frente ao radicais DPPH, com valores de Clsy proximos de 4 pg/mL. Esta
capacidade esta relacionada a alta concentracdo de compostos fenolicos, atribuindo, a
maior parte desta atividade, as antocianinas (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004;

MATHEUS, 2006). Por outro lado, este potencial ndo é evidente frente as espécies
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radicais reativas de oxigénio (ROS) necessitando de concentracfes maiores que 50
pg/mL para uma inibigdo de 50% dos radicais. Talvez isso deve-se ao fato destes ROS’s
possuirem diferentes reatividades, juntamente com forma de inibicdo do extrato em
questdo e de seus antioxidantes (RODRIGUES et al., 2006).

O tucumd, também apresentou um potencial sequestrante nos ensaios de
capacidade sequestro de radicais, devido que em sua composicdo quimica ha varios
fitoquimicos com potencial de inibir a agdo oxidativa de radicais livres (RODRIGUEZ
— AMAYA et al., 2010). A casca deste fruto mostrou-se capaz de sequestrar agente
oxidativos. Nos testes envolvendo os radicais ABTS e DPPH tiveram resultados
diferentes aqueles visto no agai, com Clsg de 21,77+1,46 pg/mL (DPPH) e 37,25+0,52
ug/mL (ABTS), apesar de serem concentra¢cBes mais altas, isso gera a hipotese que
casca possui varios compostos antioxidantes que s6 eram observados na polpa (LIMA et
al., 2011).

Sabe-se que o0s carotendides sdo 0s compostos antioxidantes mais abundantes
neste fruto (AMBROSIO et al., 2007). Apesar de ser conhecida a afinidade de frutos
oleosos pelos radicais de oxigénio, destacando os peroxidos, ndo houve um Clsg
satisfatorio para o sequestro do anion superoxido, em relacdo ao &cido galico, mas, o
mesmo pressuposto da diferentes reatividades dos ROS’s citados acima, pode ser um
fator determinante para tal resultado. Acredita-se conhecido que o anion superoxido esta
envolvido na origem etiologica de varias doengas de origem de metabdlica (NAVES et
al., 1998).

Mas, entre os trés frutos alvo deste presente, a castanha foi que apresentou baixa
atividade de sequestro em todos os testes envolvendo oxidante. Nos ensaios realizados,
a castanha apresentou Clsy acima de 100 pg/mL. Entretanto, varios trabalhos

demonstraram que este fruto contém um potencial antioxidante, ndo somente pelo seu
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teor de fendlicos, mas pelo selénio presente em sua semente. (MIRALIAKBARI E
SHAHIDI, 2008; YANG et al 2009; KHONKARN et al., 2010).

Os resultados obtidos demonstraram que os extratos de residuos do acai e
tucuma reduziram a viabilidade das células da linhagem MRC-5 na concentragéo de 100
pg/m, mas esta concentragdo é considerada elevada para um ensaio celular de
viabilidade devido que em concentragdo elevadas alguns extratos podem ser citotoxicos,
assim sendo segura utilizar concentragdes abaixo de 100 pg/mL (Figura 14). Em um
estudo realizado por Hogan et al. (2010), Eles observaram a atividade antiproliferativa
de extratos de acai ricos em antocianinas frente a linhagem celular C-6 de carcinoma
cerebral. Apesar do teste de viabilidade celular ter sido realizado com linhagem celular
MRC-5 neste presente estudo, houve toxicidade em concentragdes consideradas altas
(CHIN et al., 2008).

Verificou-se que extratos ricos em polifendlicos tém atividade supressora e
anticancerigena, inibindo a proliferacdo celular através da ativacdo a caspase — 3
(BORGES et al., 2013).

O 4cido protocatecuico é um dos fendlicos que apresenta elevada acdo
apoptética mediante 0 mecanismo ativando a caspase e pela fragmentacdo do DNA.
Acredita-se que este fendlico é responsavel pela citotoxidade da semente e da polpa
(YIN et al., 2009; DEL CORNO et al., 2014).

Um padrdo semelhante de citotoxicidade foi observado na casca do tucuma, em
concentragdes elevadas. Acredita-se que alguns carotendides e o acido elagico, presente
na casca de muitos frutos amazonico, diminuem a proliferacéo celular, apresentando um
potente efeito antiproliferacdo contra varios tipos canceres, principalmente em linfomas

(AMBROSIO et al., 2007; WANG E LIU., 2014).
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Khonkarn et al. (2010) observou que a fracdo hexanicas de frutos tropicais
tiveram um efeito antiproliferativo em adenocarcinomas. Entretanto, a castanha ndo
alterou a viabilidade celular, praticamente, em todas as concentracdes avaliadas.
Algumas améndoas semelhantes a castanha séo ricas em polifendis e tocoferois, cujos
0S mesmos possuem atividade citoprotetora viabilizando o crescimento celular
(MIRALIAKBARI E SHADIHI, 2008; YANG et al., 2009).

No ensaio antioxidante celular todos os extratos demonstram uma atividade
antioxidante concentracdo-dependente, onde a percentagem de inibicdo decresce
conforme a concentragdo do extrato diminui. A quercetina possui uma potente atividade
antioxidante e foi utilizada neste ensaio como padrédo de comparacdo. Diferentes do
padrdo, 0s extratos mantiveram alta atividade antioxidante mesmo em baixas
concentracdes, sendo mais visivel nos extratos de tucuma e castanha. A associagdo dos
entre os polifendis presente nestes extratos contribue para o potencial antioxidante e
constancia desta atividade, uma vez que uma mistura contém varios compostos que
podem se interagir produzindo uma potencializacdo desta atividade e o padrdo é
somente um composto isolado com elevada atividade antioxidante (FREEMAN et al.,
2010).

Cada residuo tem uma classe de fenolicos majoritaria responsavel pela maior
parte do efeito antioxidante, o agai, 0 tucuma e a castanha tém como 0s seus
majoritarios: as antocianinas, os carotenoides e os tocoferois, respectivamente. Mas,
eles ndo sdo responsaveis pela totalidade da atividade, outros constituintes quimicos,
como ligninas presentes em quantidades tracos tém sua participacdo atuando de forma
sinérgica com estes compostos citados (LUl et al., 2004; CHIN et al.,, 2008;

HERRANZ-LOPEZ et al., 2013).
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Em revisdo, Lui (2004) descreve a importancia do interacdo entre 0s
fitoquimicos na prevencdo de doenca relacionadas a oxidacao por radicais livres e esta
interagdo potencializa o poder antioxidante e anticancerigeno dos mesmos. Peyrat-
Maillard e cols (2003) e De Kok et al. (2008) endossam a hipotese relatando sobre a
combinacdo de efeitos quimiopreventivo de compostos fendlicos, como bem de outros
fitocompostos que mais tarde foi confirmado por Hidalgo et al. onde a interagéo entre
flavonoide-flavonoides foi o mecanismo chave para efetividade de alimentos

antioxidante.

Atividade antioxidante e hepatoprotetora dos extratos de residuos in vivo

A acdo de radicais livres pode causar injdrias as membranas celulares afetando
os tecidos, principalmente o hepatico, levando a alteracdo de processos metabélicos
enzimaticos e oxidacdo de lipidios (SAHREEN et al., 2011).

O figado é um orgdo vital que exerce vérias funcbes incluindo sintese de
proteinas e desintoxicacdo. Porém, este 6rgdo é o alvo mais comum de danos causados
por xenobioticos (LIU et al., 2013; YU et al., 2014). O CCL,4 é considerado uma
substancia extremamente hepatotoxica, uma vez que 0s seus metabdlitos causam cirrose
e fibrose hepatica (KIM et al., 2011)

O MDA ¢ o principal marcador da oxidacao de lipidios por ser o produto final
mais abundante no plasma apés a lipoperoxidacdo o e é facilmente quantificado. Este
aldeido tem efeito deletério em proteinas e pode causar a fragmentacdo do DNA
(NUCCl et al., 2013)

Os extratos de residuos diminuiram a concentracdo deste aldeido no plasma

promovendo uma acdo antioxidante e hepatoprotetora, destacando a castanha que
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reduziu eficazmente concentracdo deste composto no plasma dos animais tratados. Em
relacdo ao acai, pode-se atribuir esta acdo as antocianinas que podem sequestrar de
forma eficiente os peréxidos (HOGAN et al., 2010). Além disso, as antocianinas
promovem a reducdo dos triglicerideos, que sdo os lipidios mais suscetiveis a oxidagdo
por peroxidos, reduzindo o risco de aterosclerose e de outras doengas coronarianas
(BOECHAT et al., 2014).

Guerra et al. (2011) fizeram um estudo em ratos Fisher, induzindo a diabetes
neste animais pela administragéo de estreptozotocina. Observaram que a suplementacao
com 2% de acai diminuiu a producdo de ROS e lipoperoxidacdo havendo o decréscimo
da concentragdo de malondialdeido (MDA).

Em relacdo a capacidade da castanha de prevenir a oxidacdo de lipidios, Noh et
al (2011) verificaram que o extrato da pelicula de Castanea crenata, uma castanha
semelhante a castanha do Brasil, inibiu a oxidacao do lipidios influenciando a formacéo
de produtos finais aldeidicos em camundongos que passaram por um dano hepaticos
induzido por etanol.

Os perfis dos marcadores enziméaticos SOD e transaminase foram melhorados
nos animais tratados com extrato dos residuos de acai e foi na dose 200 mg/Kg onde
houve a melhor resposta. A SOD ¢ afetada extremante pela lipoperoxidagdo havendo o
decréscimo da concentracdo da enzima ou, até mesmo, sua inativacdo (MANNA et al.,
2006).

Souza et al. (2012) observaram que a dislipidemia em ratos
hipercolesterolémicos e expressdo do gene HMG CoA-R foi diminuida com a
suplementacdo com acai, sugerindo a atuagdo dos composto fenolicos presente no fruto

no efeito hipocolesterolémico. Moura et al. (2012) verificaram que marcadores
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inflamatorios e a atividade de enzimas antioxidantes foram reduzidos em camundongos
expostos as toxinas do cigarro modulando o processo de inflamagé&o.

Os biomarcadores de estresse oxidativos nos animais tratados com os extratos
dos residuos de acai, tucumd e castanha foram eficazmente reduzidos indicando uma
acao antioxidante e hepatoprotetora por parte destes extratos. Tal capacidade pode ser
atribuida aos compostos fendlicos que podem reduzir a concentracdo destes
biomarcadores atuando na inibicdo da oxidacdo dos tecidos, principalmente o hepatico
promovendo, assim, um efeito hepatoprotetor e antioxidante (YANG et al., 2010).

Porem, doses elevadas de extratos ricos em fendlicos pode ter um efeito reverso,
ou seja, pro-oxidante. Isto é observado na capacidade oxidativa total do acai, onde a
dose de 400 mg/Kg aumentou a concentracdo de ROS, em relagédo ao controle. Bouayed
e Bohn (2010) relatam que altas doses de antioxidantes podem ter efeitos deletérios
devido a sintese de radicais de oxigénio. Este efeito pré-oxidante, também, pode esta
relacionado aos efeitos citotoxicos apresentados pelos extratos de acai e tucuma, uma
vez que as doses elevados dos mesmos afetou a viabilidade dos fibroblastos expostos a
estes extratos.

Os tiois totais mostraram-se diferente do observado em outros estudos pelo fato
que grupo intoxicado por CCL, teve a concentracdo elevada de proteinas sulfuradas,
sendo que o grupo basal deveria apresentar este perfil. Todavia, administracdo do
extrato de acai teve este efeito devido os flavonoides terem a capacidade de elevar a
concentracdo de proteinas antioxidante pela prevencdo de sua degradacdo (SIWAK et
al., 2013). Nassiri — Asl et al. (2013) observaram que a rutina, um flavonoide presente
no acai, elevou a concentracdo de tiois totais em camundongos com estresse oxidativo

induzido por acido kainico.
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Os marcadores antioxidante e hepatico dos camundongos tratados com extrato
de residuos de tucumd@ demonstram uma resposta hepatoprotetora, principalmente nas
transaminases, com destaque a TGP, onde houve uma diferenca extremamente
significativa entre das doses administradas, sendo a dose 100 mg/Kg a mais efetiva na
reducdo da atividade destes enzimas em rela¢do ao grupo néo tratado.

Além disso, o extrato do tucuma diminui significativamente oxidacdo dos
lipidios, diminuindo formacdo do MDA no plasma. A quantidade de tiois totais foi
elevada nos animais tratados com extrato de residuos de tucumd provando que esta
oleaginosa tem a uma capacidade de prevenir danos a proteinas antioxidantes.

Os beneficios nutricionais do fruto tucuma sdo bem conhecidos, devido ser rico
pigmentos precursores de vitamina A (YUYAMA et al., 2008). Os frutos da familia da
Arecaceae, a mesma que o tucuma faz parte, sdo conhecidos por terem um potencial
antioxidante e hepatoprotetor. Este potencial foi observado com extratos da Elais
guinnensis em estudo realizado por Sasidharan et al.(2012), onde o extrato da folha
apresentou um efeito hepatoprotetor e diminuiu a oxidacdo lipidica em camundongos
intoxicados por paracetamol. Al-Shoaibi et al. (2012) atribuiram a reducdo das
concentragf0es das transaminases e de TBARs, em coelhos induzidos a estresse
oxidativo por CCL4, aos composto fendlicos contido em frutos de palmeiras. Tucuma,
por fazer parte da mesma familia, também apresentou este mesma capacidade
hepatoprotetora relatados nos estudos citados acima.

Surpreendentemente, a capacidade antioxidante total foi elevada em doses
reduzidas. Isso foi observado por Singh e Prakash (2013) que fizeram um screening
com varias plantas tropicas e constataram gque as mesmas possuem Varios compostos

com elevada capacidade antioxidante, dentre eles composto fendlicos.
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A castanha do brasil pode melhorar a atividade de enzimas antioxidante devido
ao selénio. O selénio é um metal com potencial antioxidante quando associados com
selenoproteinas atuando de forma adjuvante promovendo a acdo antioxidante destas
proteinas (YANG, 2009; SANTOS et al., 2013). O extrato de seus residuos demonstrou
uma capacidade antioxidante similar em todas as doses administrada. 1sso se refletiu na
atividade da SOD e das transaminases, onde aumentou a atividade da primeira e
reduzindo significativamente concentracdo de TPG no plasma, bem como reduziu a
capacidade oxidante no plasma. O extrato da pelicula da Castanea crenata reduziu as
concentragOes das transaminases nos camundongos tratados revertendo o dano hepatico
(NOH et al., 2011). O mesmo foi observado em outro estudo que extratos de residuos
de noz-pecd uma atividade hepatoprotetora diminuindo a atividade de destes marcadores
de hepatico (MULLER et al., 2013). Assim, extratos de peliculas de améndoas como a
castanha do Brasil possuem uma elevada atividade hepatoprotetora e um potencial
farmacoldgico a ser explorado.

A castanha apresenta em sua composi¢do proteinas sulfuradas contribuindo para
melhora do estado plasméatico de tidis totais, corroborando com o perfil de tiois
observado no presente trabalho (LEMIRE et al., 2012). Além disto, este fruto contém
composto fenolicos altamente antioxidante e sua atividade foi descrita por John e Sahidi
et al. (2010) onde fendlicos como acido elagico, galico e seus derivados tiveram uma
elevada atividade antioxidante.

Os resultados compilados mostram que estes residuos tem potencial para serem
mais uma fonte alternativa de compostos fendlicos, assim podendo ser utilizados em
formulacGes de cosméticos ou nutracéuticos.

Baslatro et al (2011) utilizando a farinha do bagaco da uva para formulacdo de

barras de cereais e observaram que o0 bago possuia fibra integrais, além de ser
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antioxidante. Kiasso et al. (2009) obtiveram varios compostos fendlicos com elevada
atividade antioxidante dos residuos da cebola, aplicando vérias técnicas de extracao.
Eles demonstraram que com aplicagbes de extracOes especificas para extracdo de
compostos fenolicos pode-se obter extratos ricos em fenolicos a partir dos residuos.
Sousa e Correa et al., verificaram que extratos residuos de macgd descartados no
processamento destes frutos, possuiam atividade antioxidante e, 0os mesmo inibiram a
atividade da amilase. Estes estudos mostram que podemos agregar valor nos residuos
descartados aproveitando este potencial econdmico que eles dos compostos extraidos

destes residuos.
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7.0 CONCLUSAO

e (Os extratos hidroetandlicos foram o0s que apresentaram maior
concentracdo de compostos fendlicos;

e Os extratos dos residuos de agai e tucum& mostram ter melhor potencial
antioxidante in vitro que o da castanha e apresentaram esta capacidade
varredora na maioria dos radicais avaliados, exceto o anion superoxido;

e Nenhum dos extratos apresentou toxidade em fibroblastos até a
concentragéo de 50 pg/mL.

e Todos os extratos tiveram uma atividade antioxidante em células, com
inibi¢bes proximas a 90% de inibicdo na concentracdo de 50 pg/mL;

e O tratamento de camundongos, com lesdo hepética e estresse oxidativo
induzido pelo CCL4 com os extratos foi eficaz na reducdo dos
marcadores de hepatotoxicidade e lipoperoxidagéo, sendo a castanha que
melhor promoveu esta protecéo;

e Os residuos de acai, castanha e tucuma possuem um potencial para serem
usados como fonte alternativa para matérias-primas em formulacbes de
cosméticos ou nutracéuticos, bem como utiliza-los como adjuvantes pela

industria farmacéutica.
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