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Potencial farmacologico de Spondias purpurea L.

RESUMO
As plantas medicinais sdo utilizadas por diferentes povos para o tratamento de diversas doencas.
Elas apresentam compostos quimicos em concentracdo e composicao variadas, o que subsidia
suas atividades farmacoldgicas. Spondia purpurea L. é uma espécie amplamente distribuida
pelo Brasil, cuja frutos e folhas séo consumidos pela populacéo e utilizados para diversos fins
medicinais. Este estudo objetivou avaliar a constituicdo quimica, propriedades nutricionais e 0
potencial farmacoldgico dos frutos e das cascas do caule de S. purpurea L, bem como possiveis
efeitos tdxicos. Os frutos e a casca do caule de S. purpurea foram coletados na cidade de
Itapord-MS. Para os frutos, nossos resultados mostraram que o processo de liofilizagdo diminui
o teor de umidade da polpa, promovendo um aumento no teor de cinzas, fibras totais, proteinas,
lipideos, acido ascorbico, indice de acidez, fendis totais e flavonoides. A avaliacdo da
constituicdo quimica do extrato aquoso da polpa dos frutos de S. purpurea L. (EPSp) revelou a
presenca de triptofano, &cido hidroxicitrico, di-O-hexosideo, O- desoxihexosil-hexosil
quercetina e O-hexosil quercetina. Além disso, 0 EPSp apresentou atividade antioxidante nos
ensaios de captacdo dos radicais livres, além de inibir os danos oxidativos nas biomoléculas
avaliadas. N&o foram observados efeitos toxicos no modelo C. elegans. No extrato aquoso da
casca do caule de S. purpurea (ECSp) foram identificados a presenca de di-O-hexosideo, acido
hidroxicitrico, acido citrico, cido galico, varios derivados de catequina e acido elagico. Invitro,
0 ECSp apresentou atividade antioxidante nos ensaios ABTS e DPPH e foi capaz de inibir ou
reduzir os danos oxidativos nas biomoléculas avaliadas. N&o foram observados sinais de
toxicidade em camundongos fémeas tratadas com altas doses de ECSp. O tratamento com o
ECSp por 60 d reduziu a hipercolesterolemia e os niveis de MDA nos 6rgdos avaliados em
animais alimentados com dieta hipercalérica, de forma semelhante aos tratados com
sinvastatina. Em conjunto, os frutos e os extratos aquosos do fruto e da casca do caule de S.
purpurea se mostraram fontes de nutrientes e metabdlitos secundarios, como &cido ascérbico e
derivados de catequina, que podem ser os responsaveis pelas acbes antioxidantes e de protecédo
das biomoléculas a danos oxidativos, bem como a acdo em reduzir colesterol sérico. A auséncia
de sinais de toxicidade e os potenciais farmacoldgicos identificados neste estudo encorajam o

uso de S. purpurea como um alimento funcional.

Palavras-chave: Bioprospecgdo; Plantas medicinais; Seriguela; Estresse oxidativo;

Antioxidante



Pharmacological Potential of Spondias purpurea L.

Abstract
Medicinal plants are used by different peoples to the treatment various diseases. They have
chemical compounds in varying concentration and composition, which subsidize their
pharmacological activities. Spondia purpurea L. is a species widely distributed in Brazil, whose
fruits and leaves are consumed by the population and used for various medicinal purposes. This
study aimed to evaluate the chemical constitution, nutritional properties and pharmacological
potential of S. purpurea L stem fruits and peels, as well as possible toxic effects. The fruits and
stem bark of S. purpurea were collected in the city of Itapord-MS. For the fruits, the results
showed that the lyophilization process decreases the moisture content of the pulp, promoting
an increase in the content of ashes, total fibers, proteins and lipids, ascorbic acid, acidity index,
total phenols and flavonoids. The evaluation of the chemical composition of the aqueous extract
of S. purpurea L. fruit pulp (EPSp) revealed the presence of tryptophan, hydroxycitric acid, di-
O-hexoside, O-deoxyhexosylhexosyl quercetin and O-hexosyl quercetin. In addition, EPSp
showed antioxidant activity in free radical uptake assays, besides inhibiting oxidative damage
in the biomolecules evaluated. No toxic effects were observed in model C. elegans. In the
aqueous extract of S. purpurea stem bark (ECSp), the presence of di-O-hexoside, hydroxycitric
acid, citric acid, gallic acid, various catechin derivatives and ellagic acid were identified. In
vitro, ECSp showed antioxidant activity in ABTS and DPPH assays and was able to inhibit or
reduce oxidative damage in the biomolecules evaluated. No signs of toxicity were observed in
female mice treated with high doses of ECSp. Treatment with ECSp for 60 d reduced
hypercholesterolemia and MDA levels in the organs evaluated in animals fed a high calorie
diet, similar to those treated with simvastatin. Taken together, fruits and aqueous extracts of S.
purpurea fruit and stem bark proved to be sources of nutrients and secondary metabolites, such
as ascorbic acid and catechin derivatives, which may be responsible for the antioxidant and
protective actions of biomolecules oxidative damage as well as the action in reducing serum
cholesterol. The absence of signs of toxicity and the pharmacological potentials identified in

this study encourage the use of S. purpurea as a functional food.

Keywords: Bioprospecting; Medicinal plants; Seriguela; Oxidative stress; Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos é uma préatica de diversos povos hé séculos.
Segundo a OMS, 80 % da populacdo mundial ja fez ou faz uso de alguma planta com finalidade
terapéutica (ANDRADE et al., 2007; WHO, 2017). Os efeitos farmacoldgicos apresentados
pelas plantas podem ser atribuidos aos seus constituintes quimicos. As plantas apresentam, por
exemplo, compostos antioxidantes, que promovem efeitos benéficos a satide, minimizando os
efeitos deletérios causados pelo acimulo de espécies reativas (SAMEH et al., 2018).

O processo de oxidacédo ocorre natural ou patologicamente em nosso organismo formando
subprodutos denominados espécies reativas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Estas
substancias podem apresentar em sua estrutura molecular &tomos de oxigénio, formando as
espécies reativas de oxigénio (EROs), ou podem conter nitrogénio, formando assim, as espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs). Em niveis fisioldgicos, as EROs sdo responsaveis por diversas
fungBes fisiologicas, incluindo mecanismos de defesa, regulagdo do crescimento celular,
fagocitose e producéo de energia (ANDRE-LEVIGNE et al., 2017).

Diversos fatores externos podem contribuir para o aumento na producdo de EROs,
gerando o quadro de estresse oxidativo. Dentre os fatores externos, as dietas hipercaloricas
(ricas em acgucares e gorduras) promovem o aumento de EROs e induzem o quadro de estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HYBERTSON et al., 2011; SIES; STAHL,
SEVANIAN, 2005). O quadro de estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a
producdo de EROs e/ou ERNs e a capacidade dos sistemas de defesa antioxidante em
neutraliza-las (PERSSON; POPESCU; CEDAZO-MINGUEZ, 2014). Esse desequilibrio pode
estar relacionado a uma maior producéo de espécies reativas ou uma reducdo nos sistemas de
defesa antioxidante (PISOSCHI; POP, 2015).

As espécies reativas promovem danos aos componentes celulares, tais como proteinas,
lipideos e DNA (CABISCOL et al., 2000; GREENBERG et al., 2008). Esses efeitos deletérios
as biomoléculas podem ser responsaveis pelo desenvolvimento e agravamento de diversas
doengas como obesidade, dislipidemias, diabetes, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, hipertensdo e cancer (ANDRISIC et al., 2018; STOCKER; KEANEY,
2004; SULTAN, 2014; TALEB et al., 2018).



15

Assim, o equilibrio entre as espécies reativas e 0s sistemas antioxidante, endégeno e
exogeno, € importante na manutencdo da saude e prevengdo de doengas (RAHMAN, 2007).
Para isso, as plantas sdo uma alternativa de compostos antioxidantes importantes para a
prevencdo e tratamento de doencas relacionadas ao quadro de estresse oxidativo (EO).

Diferentes partes das plantas s&o utilizadas com fins farmacol6gico como frutos, casca do
caule, folhas, flores e raizes. Muitos frutos também sdo consumidos pela populagdo com a
finalidade alimenticia e apresentam compostos bioativos. Diferentemente da casca do caule,
que esta disponivel durante todo o ano, a utilizacdo dos frutos depende de sua sazonalidade,
necessitando assim de processos tecnoldgicos para que 0s mesmos estejam disponiveis 0 ano
todo. Todavia, durante o processamento dos frutos podem ocorrer perdas de nutrientes e de
compostos bioativos (MARQUES; SILVEIRA; FREIRE, 2006).

Dentre as espécies de plantas com ac6es farmacoldgicas, se encontram as espécies da
familia Anacardiacea. Essa familia é constituida de diversos géneros, dentre eles Spondias sp.,
0 qual possui 65 espécies (TROPICOS, 2019). Muitas destas sdo arvores frutiferas, cujos frutos
sdo consumidos pela populacdo como caja, cajad-manga e seriguela. Para algumas espécies
deste género, foram descritas propriedades farmacoldgicas, como segue. Os frutos e folhas de
Spondias dulcis apresentaram atividades antioxidante, antimicrobiana, citotoxica e
antitrombolitica (ISLAM et al., 2013). Os frutos de Spondias mombin possui potencial
antioxidante, atribuido aos carotenoides e &cidos fendlicos presentes no mesmo (DE
CARVALHO et al., 2015), além disso, as folhas desta espécie apresentam efeitos inibitorios
contra as enzimas o-amilase e a-glicosidase (OJO et al., 2018). Outra espécie com potencial
farmacoldgico é a Spondias tuberosa cuja folhas possui efeitos antioxidante e antifangico frente
a cepa fungica de Candida glabrata (DA COSTA CORDEIRO et al., 2018).

Embora escassas, algumas propriedades farmacoldgicas tém sido relatadas para a espécie
Spondias pupurea, como segue. O extrato hexanico dos frutos foram descritos possuir atividade
antioxidante e antiglicaco in vitro (MUNIZ et al., 2018) e, o extrato hexanico das folhas
apresentou efeito antioxidante e antiulcerogénico, sendo esses efeitos relacionados a sua
constituicdo quimica, a qual possui acido cafeico e epigalocatequina (DE ALMEIDA et al.,
2017). Neste sentido, 0 nosso objetivo foi avaliar a constituicdo quimica, propriedades
nutricionais e o potencial farmacoldgico dos frutos e das cascas do caule de S. purpurea L, bem

como possiveis efeitos toxicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Atividades farmacoldgicas do género Spondias

As plantas sdo utilizadas pela populacdo para a prevencdo e tratamento de diversas
doencas ha séculos (ANDERSON, 1996; ANDRADE et al., 2007). Segundo a OMS, 80% da
populagéo fez ou faz uso de plantas para fins terapéuticos (WHO, 2017). Assim, tem sido
crescente 0 numero de novas plantas descritas cientificamente, capazes de prevenir ou tratar
doencas. Esses efeitos benéficos a saude podem ser atribuidos a constituicdo quimica das
mesmas.

As espécies S. mombin, S. purpurea e S. tuberosa séo utilizadas popularmente para o
tratamento de diversas doencas como conjuntivite, problemas ginecoldgicos, problemas
gastrointestinais, dor de cabeca, oftalmia, doencas venéreas, diabetes, infeccao renal, afeccdes
da garganta, antiemético e ténico (DE ALBUQUERQUE et al., 2007).

Espécies pertencentes ao género Spondias, tais como: S. dulcis, S. mangifera, S. mombin,
S. pinnata, S. purpurea e S. tuberosa ja foram descritas possuir propriedades nutricionais e
farmacoldgicas, sendo essas propriedades, muitas vezes, atribuidas a sua composi¢éo guimica.
Em algumas espécies ja foram encontrados compostos fenolicos, carotenoides e minerais.
Adicionalmente, foram atribuidas a essas espécies atividades antioxidantes, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antitrombolitica, hepatoprotetora e quimiopreventiva, como descrito na
tabela 1.

A seguir, a sumarizacdo de algumas espécies de Spondias que tém se destacado por
apresentarem propriedades farmacoldgicas atribuidas a diferentes partes da planta, bem como

a diversos compostos quimicos (Tabela 1).



Tabela 1. Atividades farmacoldgicas atribuidas as espécies de Spondias sp.
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Parte avaliada Espécie Composto quimico Acédo farmacologica Referéncias
Compostos fendlicos, Antioxidante HAZRA: BISWAS; MANDAL, 2008
flavonoides
- Analgésica PANDA et al., 2009
- Hepatoprotetora HAZRA; SARKAR; MANDAL, 2013
- Antihiperglicemica ATTANAYAKE et al., 2013
Antihiperglicemica e
- S ATTANAYAKE et al., 2014
antihiperlipidemica
Casca do caule S. pinnata i Antipirética KURZ. et al., 2014
- Anticancerigena GHATE etal., 2014
- Anticancerigena CHAUDHURI et al., 2015
< . - Antioxidante e
Acido galico e galato de CHAUDHURI et al., 2016
metila hepatoprotetora
Antioxidante,
- hepatoprotetora, inibe danos IQBAL etal., 2016
ao DNA
. Antioxidante e
S. dulcis - antimicrobiana ISLAM et al., 2013
Folha
S. mombim - Sedativa e antidopaminérgica AYOKA et al., 2006
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Anticonceptiva

UCHENDU; ISEK, 2008

Antioxidante e
antimicrobiana

DA SILVA etal., 2012

Estimula atividade cognitiva,
aprendizado e memoria

ASUQUO, O. Retal., 2013

Gastroprotetora e
antioxidante

SABIU et al., 2015

Antiulcerogénica,
antioxidante, estimulante de
muco gastrointestinal e
antibacteriana

BRITO et al., 20182

Protetora contra disfuncéo
cognitiva

ISHOLA; IKUOMOLA; ADEYEMI, 2018

Estimula contracédo de
musculos lisos uterinos

PAKQOUSSI et al., 2018

Quercetina e acido elagico

Inibicdo da a-glicosidase e a-
amilase

OJOetal., 2018

Antitrombolitica

UDDIN et al., 2016

S. pinnata _H|drocarbonetos _ o _ SAMEH et al., 2019
sesquiterpenos B- carofileno, Antimicrobiana
monoterpenos
- : Antioxidante e
S. pupurea Acido cafeico e _ - DE ALMEIDA et al., 2017
' epigalocatequina antiulcerogénica
. o Antioxidante e DA SILVA et al., 2012
Rutina, quercetina, e &cido antimicrobiana
S. tuberosa

elagico

Anti-inflamatéria

DA SILVA SIQUEIRA et al., 2016
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Antioxidante e antifungica

DA COSTA CORDEIRO et al., 2018

Fruto

S. axillaris

Fenais totais, flavondides
totais, acido ascoérbico,
antocianina e carotenoides

GUPTA et al., 2019

S. dulcis

Antioxidante e
antimicrobiana

ISLAM et al., 2013

S. mangifera

Rico em vitaminas

Antioxidante e calmante

ARIF; FAREED; RAHMAN, 2016

S. mombim

Compostos fendlicos,
carotenoides, potassio,
magnésio, fésforo e cobre,
fibras e minerais

Antioxidante

DE CARVALHO etal., 2015

Antioxidante

TIBURSKI et al., 2011

Gastroprotetora

BRITO et al., 2018b

S. pinnata

Antioxidante, antimicrobiana
e antitrombolitica

MANIK, MOHAMMAD K et al., 2013

Alcanos, acidos graxos,
nonacosano

Antimicrobiana

SAMEH et al., 2019

S. purpurea

Antioxidante e antiglicacdo

MUNIZ et al., 2018

S. tuberosa

Acido anacardico

Antioxidante,
quimiopreventiva, e inibidor
de acetilcolinesterase

ZERAIK et al., 2016

Casca do fruto

S. purpurea

Fotoprotetora

SILVA etal., 2016

Semente

S. tuberosa

Compostos fenolicos

Antioxidante

DIAS et al., 2019

-: Item ndo identificado
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2.2 Spondias purpurea L.

Spondias purpurea sao arvores frutiferas de médio porte que crescem naturalmente em
florestas tropicais (semi-) deciduas. Nativa da América Central, México, esta espécie se
distribui até America do Sul: Brasil, Bolivia e Paraguai (Figura 1), € conhecida popularmente
como ciruela, ciruelo, jalisco, jocote, ciriguela ou seriguela (no Brasil). No Brasil esta espécie
ja foi descrita no Acre, Amazonas, Bahia e Mato Grosso do Sul (MITCHELL; DALY, 2015).
Os principais dispersores desta espécie sdo animais de médio porte como macacos, veados,
catetos, quatis, raposas, morcegos e passaros, todavia, o principal meio de propagacao desta
espécie € por estacas de caule (MACIA; BARFOD, 2000).
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Figura 1. Distribuicdo geogréfica da espécie Spondias purpurea L. (Fonte: (MITCHELL;
DALY, 2015)

Esta espécie (Figura 2 A), possui: folhas formadas por foliolos ovalados que se dispdem
alternadamente (Figura 2 B); tronco com caracteristica tipo craquelado (Figura 2 C); frutos
pequenos (5 cm) que, quando maduros, exibem cascas de coloracdo que varia do laranja ao

vermelho; e polpa (mesocarpo) amarela (Figura2 D e E).



Figura 2. Aspectos gerais de Spondias purpurea. A) Arvore de Spondias purpurea; B)
Folhas; C) Caule; D) Frutos e E) Frutos e polpa. Fonte Antunes, KA (2019).
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As folhas e brotos jovens séo usados in natura em saladas ou consumidos ap6s cozimento
(MACIA; BARFOD, 2000). Seus frutos variam de laranja a vermelho, coma polpa
(mesocarpo) amarela. S&o consumidos in natura ou utilizados no preparo de sucos, bebidas
alcodlicas (vinhos e licores), geleias ou conservas (MACIA; BARFOD, 2000). Popularmente
essa espécie tem sido utilizada para purificar o sangue. As infusdes das folhas s&o utilizadas
para tratamento de problemas de pele, a decoccdo das folhas e cascas sdo utilizadas para febre,
malaria, diarreia. Além desses, também s&o utilizadas para fins abortivos (MITCHELL; DALY,
2015).

A Spondias pupurea tem sido atribuida propriedades benéficas a salde. O extrato
hexanico dos frutos dessa espécie foram descritos possuir atividade antioxidante e antiglicacéo
in vitro (MUNIIZ et al., 2018) e, 0 extrato hexanico das folhas apresentou efeito antioxidante e
antiulcerogénico sendo que esses efeitos podem estar relacionados a sua constitui¢cdo quimica,
na qual ja foi identificado a presenca de acido cafeico e epigalocatequina (DE ALMEIDA et
al., 2017). Todavia ndo ha relatos sobre os efeitos bioldgicos de extratos aquosos desta espécie

em quadros de obesidade, dislipidemia, hiperglicemia e estresse oxidativo (Tabela 1).

2.3 Espécies reativas

Diversas rea¢Oes quimicas que ocorrem fisiologicamente no interior das células envolvem
a geracdo de espécies reativas, como ocorre na respiracdo celular (ANDERSON, 1996). As
espécies reativas podem apresentar em sua estrutura molecular &tomos de oxigénio, formando
as espécies reativas de oxigénio (EROs), atomos de nitrogénio, formando, as espécies reativas
de nitrogénio (ERNSs) ou dtomos de enxofre, formando assim as espécies reativas de enxofre
(ERES) (Tabela 2).

As ER sdo produzidas a partir de processos fisiologicos como respiracdo celular,
fagocitose, inflamacéo, agregacdo de plaquetas e angiogénese (ANDRE-LEVIGNE et al.,
2017). As EROs séo produzidas na cadeia respiratoria mitocondrial durante o processo de
respiracdo celular (CADENAS; DAVIES, 2000; GAGNE, 2014). Esse processo representa uma
das principais fontes de EROs nas células, adicionalmente sdo formadas em respostas aos
processos inflamatdrios, nas quais Oxido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H2O2) sédo
produzidos (GAGNE, 2014).



23

Tabela 2: Espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre.

Radicalares Nao Radicalares

Superoxido (02%); Hidroxila Peroxido de hidrogénio (H.05);
("OH); Peroxila ~ (LOO%); Acido hipocloroso  (HOCI);

EROs
Carbonato (HCO3%); Peroxinitrito (ONOO"); Oxigénio
Hidroperoxila (HO?). singlete (*O2).
Oxido nitrico (NO); Nitritos Peroxinitrito (ONOO"):; Oxido
ERNs (NO2); Nitratos (NOz); Acido nitroso (N20s3); Tetroxido de
nitroso (HNO>). dinitrogénio (N204).
Radical tiilo (RS"). Dissulfeto (RSSR); Dissulfeto-S-
monoxido (RS(O)SR);
EREs Dissulfeto-S-didxido
(RS(0):SR; Acido sulfénico
(RSOH).

Adaptado de Chiurchiu, V., & Maccarrone, M. (2011).

Fatores externos contribuem para a producgdo excessiva das espécies reativas. O consumo
de dietas hipercaloricas, tabagismo, poluicdo, radiacdo, drogas, pesticidas e solventes
industriais contribuem para a producdo de EROs (CAROCHO; FERREIRA, 2013;
HYBERTSON et al., 2011; SIES; STAHL; SEVANIAN, 2005). As ERNs derivam do NO,
uma molécula sinalizadora que em niveis fisiolégicos participa de véarias funcdes como
proliferacdo celular, adesao de leucocitos, agregacao plagquetaria, angiogénese, entre outras. O
NO reage com O formando ONOO™ (FANG; YANG; WU, 2002).

Em baixas concentraces as EROs e ERNs apresentam efeitos fisioldgicos benéficos, as
quais estdo relacionadas sinalizacdo celular, apoptose, expressao génica e transporte de ions
(LU etal., 2010; VALKO et al., 2007). No entanto, quando em altas concentrag@es, apresentam
efeitos deletérios levando ao quadro conhecido como estresse oxidativo (VALKO et al., 2007).
As EROs podem ser reguladas através dos sistemas antioxidantes enddgenos e exdgenos,
quando a concentracdo de EROs néo é controlada por mecanismos de defesa, ocorrem danos
oxidativos a biomoléculas e organelas (GAGNE, 2014; RAHA; ROBINSON, 2000), como

sumarizado na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeitos deletérios de espécies reativas de oxigénio sob as principais biomoléculas e

mitocondria.
Estrutura EROs Interacdo com ER  Efeitos deletérios Referéncia
Quebra da cadeia de ABDULSALAM:
DNA 102; Oy Lr;t:ersa%?tfngnaasdas DNA, mutagdes genéticas THOWFEIK;
g e desnaturagdo proteica. ~ MERINO, 2016
‘OH; OH";  Interage com as Supressdo da sintese de POULSEN et al
RNA ’ ’ ge proteinas, tradugdo de et el
H20: bases nitrogenadas . « oo 2012
proteinas ndo funcionais.
) Oxidaggo de tidis e !Des_natu~ragéo proteica e REEG: GRUNE
Proteinas H,0,; O grupos carbonilos |nat|va9a~o de fatores de 2015 ’
transcrigdo
Oxidacéo da dupla o o
ligacdo de 4cidos Peroxidacdo lipidica e
Lipideos H202; 02" graxos poli- formagao de SUetal, 2019
insaturados malondialdeido
_Interag_e com Reducdo da geracdo de
Isoenzima ATP  mitocondrial e RAHA;
Mitocondria O citosolica da aumento do fluxo de ROBINSON, 2000
aconitase .
: : glicose para lactato
mitocondrial

O H20:2 apresenta baixa reatividade frente as moléculas organicas na auséncia de metais
de transicdo. No entanto, exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de
transpor as membranas celulares e formar o * OH através da dismutacdo do anion radical
superdxido por enzimas oxidases ou através da B-oxidacdo de acidos graxos (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). As mitocondrias possuem elevados niveis de superéxido dismutase
(SOD). Esta enzima possui a capacidade de dismutar o * OH formando o H203, e este por sua
vez, sofre acdo da catalase, sendo eliminado na forma de agua. O H202 pode ainda, reagir com
metais de transi¢do formando o * OH (reacdo de Fenton) (CHIURCHIU; MACCARRONE,
2011).

Dentre as EROs, 0 "OH apresenta meia-vida curta, mas é considerado um subproduto
altamente nocivo ao organismo devido sua alta reatividade (ZUKOWSKI; MACIEJCZYK;
WASZKIEL, 2018). Este radical promove danos ao DNA, RNA, proteinas, lipidios e
membranas nuclear e mitocondrial (LU et al., 2010). No organismo, este radical pode ser
formado através de dois mecanismos: Reagdo de Fenton ou através da hidrolise da dgua por

exposicao a radiagdo ionizante (SUN et al., 2008).
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Outra EROs altamente deletéria é o O, é o estado eletricamente excitado de moléculas
de oxigénio e ndo possui caracteristicas radicalares podendo assim, induzir rea¢bes oxidativas
com compostos organicos, sem a participacdo de radicais (AGNEZ-LIMA et al., 2012). Em
baixas concentracbes 'O, atua na defesa contra infecgbes, entretanto, em elevadas
concentragOes podem causar danos ao DNA. Os carotendides como b-caroteno e licopeno, séo
compostos capazes de reter o 10z com muita eficiéncia (LI; AHMED; BERNSTEIN, 2010).

Estresse oxidativo

O quadro de estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo de ER
e a capacidade do organismo em neutraliza-las através dos sistemas de defesa antioxidante
(MILATOVIC; ZAJA-MILATOVIC; GUPTA, 2016; PIETRUCHA et al., 2017). Os danos
causados pelo estresse oxidativo sdo principalmente sobre membranas fosfolipidicas, proteinas,
carboidratos e DNA, como ilustrado pela Figura 2 (LU et al., 2010; Craft et al., 2012).

A peroxidacéo lipidica € um dano oxidativo que ocorre em lipideos de membrana celular.
Os principais agentes causadores de peroxidacdo lipidica sdo perdxido de hidrogénio e radical
hidroxila. O HO® pode ser formado através da reacdo do peroxido de hidrogénio e ion ferroso,
através da reacdo de Fenton, peroxinitrito, ou irradiacdo de alta energia (GREENBERG et al.,
2008). O processo de peroxidagdo lipidica causa perda funcional de membrana, alterando sua
integridade, fluidez e permeabilidade, além de modificar as lipoproteinas de baixa densidade
para formas toxicas, tornando-as pro-aterogénicas e pro-inflamatérias (GREENBERG et al.,
2008). Alem da peroxidacao lipidica, o estresse oxidativo pode causar danos ao DNA.

Os danos causados pelas EROs ao DNA apresentam um padrdo caracteristico de
modificagdes. O 'O, por exemplo, reage com as bases nitrogenadas do DNA pois elas sdo
suscetiveis a danos oxidativos devido ao seu baixo potencial redox. Todavia ele interage
preferencialmente com a guanina, devido ao menor potencial redox desta nucleobase (AGNEZ-
LIMA et al., 2012). Esses danos sdo causados principalmente pelo *OH proveniente da reacéo
de Fenton. O "OH juntamente com 0 ROO" e OH também causam oxidag¢do no DNA (VALKO
et al., 2007). Como o dano causado ao DNA pode ser, mutagénico, as células devem reparar o
DNA danificado (MOORE et al., 2019), afim de evitar a senescéncia celular (LUO et al., 2011;
VENKATACHALAM; SURANA; CLEMENT, 2017).

Em proteinas, os danos oxidativos resultam em desnaturacdo e inativacdo de proteinas,
as mais susceptiveis aos danos sdo as que apresentam pontes disulfeto, tais como as enzimas

transportadoras de ions de membrana: antiprotease alfa-1, calmodulina, ATPase de calcio,
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glicose-6-fosfato desidrogenase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (CABISCOL et al.,
2000).

Os danos moleculares causados pelo estresse oxidativo sobre lipideos, proteinas e DNA
estdo relacionadas ao desenvolvimento de desordens metabolicas/doencas como obesidade,
dislipidemias, diabetes, cancer, doencas inflamatorias, Alzheimer, acidente vascular cerebral,
Parkinson, distrofia muscular, doencas cardiovasculares, além do envelhecimento precoce
(ANDRE-LEVIGNE et al., 2017; ANDRISIC et al., 2018; CHENG; JEN; TSAI, 2002).

Dieta inadequada Radiacdo Poluicao Estresse
ultravioleta do ar

Fatores Externos /
Ambientais

o
Oxidacéo de
proteinas /
Alteracao de vias
de sinalizacao

7\

Obesidade
Dislipidemia
Diabetes

Figura 3. Efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio em biomoléculas. Adaptado
de Silva et al., 2014.

2.4 Antioxidante

Durante o processo de evolucdo, os organismos desenvolveram sistemas antioxidantes
com mecanismos altamente complexos, capazes de promover protecdo contra os danos
causados pelas espécies reativas as células (RAHMAN, 2007). Segundo Halliwell (2007),
antioxidante é qualquer substancia com capacidade de atrasar, prevenir ou remover o dano
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oxidativo a uma molécula alvo. Esta substancia deve apresentar a capacidade de, ap6s a sua
neutralizacdo, formar uma nova molécula estavel através de ligacbes moleculares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Os antioxidantes podem apresentar diferentes mecanismos de a¢do, atuando em diversas
etapas do processo oxidativo, sendo classificados em antioxidantes primarios e secundarios
conforme suas atuagdes (LUZIA; JORGE, 2009). Os antioxidantes primarios tém a capacidade
de inibir ou retardar a oxidacao, através da doacdo de atomos de hidrogénio ou de elétrons,
inativando as espécies reativas, transformando-os em moléculas estaveis, e 0s secundarios
atuam nas ligagdes de ions metalicos, alterando a valéncia dos mesmos, além de atuar na
conversdo de hidroperdxidos em espécies ndo reativas e promover protecdo contra radiagdo
ultravioleta (LUZIA; JORGE, 2009).

Outra possivel classificagdo dos antioxidantes é quanto a sua origem, enddgenos ou
exogenos. Os enddgenos atuam na manutencdo das funcbes celulares, e sdo divididos em
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos englobam enzimas como
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (LIGUORI et al.,
2018). Os antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos englobam substancias como a melatonina
e os tiols como glutationa, tiorredoxina e acido lipdico (LIGUORI et al., 2018; LU et al., 2010).
Quando os antioxidantes enddgenos ndo sdo suficientes para neutralizar a acdo das espécies
reativas, a acdo de antioxidantes exdgenos faz-se necessaria. Os antioxidantes exdgenos sdo
provenientes da dieta e os mais conhecidos sdo B-carotenos (vitamina A), &cido ascérbico
(vitamina C) e oa-tocoferol (vitamina E), além dos antioxidantes derivados dos compostos
fendlicos, tais como flavonoides (PISOSCHI; POP, 2015; POLJSAK, 2011).

2.5 Propriedades nutricionais e farmacoldgicas de frutos

Ha milhares de anos a populacdo utiliza as plantas para fins alimenticios e medicinais,
consumindo seus frutos, casca do caule, folha, raiz e flor. Sabidamente, o consumo de frutos
promove impactos positivos sobre a salde humana pois além das propriedades nutricionais, 0s
mesmos contém compostos bioativos com agdes farmacoldgicas. Por este motivo, € crescente
a busca por frutos com capacidade de nutrir e promover efeitos farmacolédgicos benéficos ao
organismo (CALISKANTURK KARATAS; GUNAY; SAYAR, 2017; PATEL, 2019).

Quando um alimento ou parte dele proporciona beneficios a saude, sendo capaz de
prevenir ou tratar doencas, é denominado alimento nutracéutico (HUGENHOLTZ; SMID,

2002). Eles podem ser compostos isolados, suplementos dietéticos, ou produtos fermentados
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através de microorganismos (KWAK; JUKES, 2001). Entretanto, um alimento que apresente a
capacidade de influenciar positivamente uma ou mais fungdes fisioldgicas, devido a presenga
de compostos que promovam efeitos benéficos ao organismo, além de ser fonte de nutrientes
ele é considerado alimento funcional (ROBERFROID, 2002).

Frente ao aumento do numero de pessoas com doencas cronicas, tais como obesidade,
dislipidemias e diabetes, € crescente a busca mundial por alimentos saudaveis, sendo que as
empresas no ramo de alimentacdo tém buscado produtos com ingredientes naturais de baixo
valor calorico, mas com alto valor nutricional (BELWAL et al., 2018). Neste sentido, os frutos
sdo alimentos j& consumidos pela populacdo que apresentam capacidade nutritiva e podem
apresentar outros efeitos benéficos a salde, devido a presenca de macro e micronutrientes
importantes, como compostos bioativos. Um exemplo disso, sdo os efeitos benéficos atribuidos
ao resveratrol, composto esse encontrado nas uvas com potencial anticancer (VARONI et al.,
2016).

Muitos constituintes quimicos provenientes do metabolismo secundario das plantas
apresentam potencial antioxidante e efeitos benéficos a saude, podendo ser utilizados no
controle do estresse oxidativo. Os frutos que apresentam elevado teor de acido ascérbico sdo
descritos como capazes de promover efeitos benéficos antioxidantes. Frutos de groselha (Ribes
sp.) apresentam em sua constituicdo quimica compostos fenolicos e elevado teor de &cido
ascorbico, podendo ser esses constituintes os responsaveis pela sua atividade antioxidante
(ORSAVOVA et al., 2019). Frutos de Ziziphus jujuba, conhecido como jujuba, apresentam
atividade antioxidante, em sua constituicdo quimica foram identificados a presenca de
compostos fenolicos e flavonoides (RECHE et al., 2018).

Os frutos citricos tambem sdo descritos como uma boa fonte de antioxidantes naturais
(ZOU et al., 2016), capazes de inibir ou minimizar efeitos oxidativos. Além da capacidade
antioxidante, outras propriedades sdo descritas aos frutos, como o efeito antioxidante,
antidiarreica e hepatoprotetora dos frutos de Campomanesia adamantium (DE OLIVEIRA
FERNANDES et al., 2015; LESCANO et al., 2016). Além disso, diferentes frutos do género
Spondias apresentam efeitos antiglicacdo (MUNIZ et al., 2018). Todavia, outras partes das

plantas também apresentam compostos com ac¢fes farmacoldgicas.

2.6 Propriedades farmacoldgicas atribuidas a cascas do caule

Assim como nos frutos, as propriedades farmacologicas de outras partes das plantas sdo

atribuidas aos seus constituintes quimicos, os quais tém contribuido para a obtengdo de novos
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farmacos. Um exemplo cléssico é o uso da Papaver somniferum conhecida como papoula, desta
planta é extraida o Opio, uma mistura de alcaloides, dentre eles esta a morfina, codeina e a
papaverina, as quais sdo utilizadas para o tratamento da dor (GROTHE; LENZ; KUTCHAN,
2001).

Outra planta que deu origem a um medicamento cléssico é a Salix alba, fonte da aspirina.
O salicosido presente na planta é convertido em &cido salicilico, composto semelhante ao
composto sintético acido acetilsalicilico, que apresenta acdo anti-inflamatdria, antipirética e
analgesica (JACK, 1997). Entretanto, caracteristicas como periodo de sazonalidade para frutos
e periodo caducifélio para as folhas, tornam interessante o estudo da casca do caule de diversas
plantas, pois estes se mantem de forma perene ao longo do ano.

Rhus tripartita € uma planta pertencente a familia Anacardiaceae, muito utilizada na
medicina tradicional arabe. A casca do caule desta planta apresenta compostos bioativos
responsaveis pelo seu efeito citoprotetor, podendo contribuir para prevencdo de doencas
cardiovasculares (ALQAHTANI et al., 2019). Outra espécie desta familia é a Lannea barteri,
utilizada popularmente para minimizar os sintomas da epilepsia, na sua casca do caule foram
identificados diversos constituintes como flavondides, alcaldides, taninos, saponinas e
glicosideos, que podem se responsaveis pela agdo anticonvulsivante (GARBA; YARO; YA'U,
2015).

Além dos efeitos farmacoldgicos descritos anteriormente, o extrato da casca de outras
espécies tem sido investigado frente aos parametros da sindrome metabdlica. Ojewole (2003),
descreveu a acdo anti-inflamatdria e hipoglicemiante para o extrato aquoso da casca do caule
de Sclerocarya birrea (OJEWOLE, 2003a, 2003b). Adicionalmente, foram observados efeitos
antidiabéticos do extrato da casca do caule de Spondias tuberosa (DE MOURA BARBOSA et
al., 2018). Outra espécie do género Spondias com ac¢do farmacoldgica atribuida a sua casca do
caule é a Spondias pinnata, a qual apresenta efeitos anti-hiperlipidémico e insulinotrépico, além
de ser capaz de promover a regeneracgdo de células  do pancreas (ATTANAYAKE et al., 2014).

Assim, estudos que elucidem as a¢es farmacoldgicas das diferentes partes de plantas,
tornam-se plausiveis, uma vez que os constituintes quimicos podem se apresentar distribuidos
de forma especifica em cada parte da planta. Além disso, estudos com frutos agregam valor

econdmico aos mesmos e, as cascas do caule estdo disponiveis o0 ano todo.
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3 OBJETIVOS
GERAL

Avaliar o potencial farmacologico de Spondias purpurea L.

ESPECIFICOS
Determinar a composic¢éo centesimal dos frutos de S. purpurea;
Identificar a constituicdo quimica do extrato aquoso dos frutos e da casca do caule de S.
purpurea;
Investigar a atividade antioxidante do extrato aquoso dos frutos e da casca do caule de
S. purpurea;
Avaliar a toxicidade do extrato aquoso dos frutos de Spondias purpurea frente ao
modelo Caenorhabditis elegans;
Avaliar a acédo protetora do extrato aquoso dos frutos de Spondias purpurea frente ao
modelo C. elegans induzido ao estresso oxidativo por juglone;
Avaliar a acdo protetora do extrato aquoso dos frutos de S. purpurea frente ao modelo
C. elegans induzido ao estresso oxidativo por choque térmico;
Avaliar a toxicidade do extrato aquoso da casca do caule de S. purpurea em
camundongos fémeas;
Investigar os efeitos metabolicos do extrato aquoso da casca do caule de S. purpurea em

camundongos machos alimentados com dieta hipercal6rica.
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Fruto de Spondias purpurea L.: alimento nutracéutico capaz de reduzir danos
do estresse oxidativo

Katia Avila Antunes, Débora da Silva Baldivia, Alex Santos Oliveira, Caio Fernando
Ramalho de Oliveira, José Tarcisio Giffoni de Carvalho Junior, Eliana Janet Sanjinez
Argandofia, Denise Brentan da Silva, Edson Lucas dos Santos, Kely de Picoli Souza

RESUMO

Frutos sdo alimentos consumidos pela populagcdo que apresentam compostos
antioxidantes em concentragdo e composicdo Vvariadas subsidiando suas
propriedades nutracéuticas. O objetivo deste trabalho foi determinar a composicao
centesimal da polpa fresca e liofilizada, identificar os compostos quimicos, avaliar
atividade antioxidante in vitro e in vivo e a toxicidade do extrato aquoso da polpa dos
frutos de Spondias purpurea. Foram determinados a composi¢ao centesimal, indice
de acidez, teor de acido ascérbico (AA), fendis totais e flavonoides da polpa fresca e
liofilizada. A identificacdo dos compostos quimicos do extrato aquoso da polpa
liofilizada (EPSp) foi analisado por CLAE-MS/MS e avaliado a atividade antioxidante
pelos métodos de ABTS, DPPH, oxidacdo de BSA e fragmentacdo de DNA. A
toxicidade aguda do EPSp foi investigada em Caenorhabditis elegans. A atividade
antioxidante do EPSp foi avaliada através do dos ensaios de estresse oxidativo
induzido por juglone e resisténcia ao estresse térmico em C. elegans. Verificamos que
0 processo de liofilizagdo aumentou 0s compostos nutricionais e antioxidantes na
polpa liofilizada. Foram identificados no EPSp a presenca de triptofano, acido
hidroxicitrico, di-O-hexosideo, O-desoxihexosil-hexosil quercetina e O-hexosil
guercetina. O EPSp apresentou nos ensaios de ABTS e DPPH atividade antioxidante
e capacidade de inibir danos oxidativos em proteinas e DNA. Nao foram observados
efeitos toxicos em C. elegans. Adicionalmente, o EPSp reduziu os danos oxidativos
causados por juglone e promoveu a protecdo contra o choque térmico em C. elegans.
Os compostos presentes no EPSp provavelmente sédo responsaveis pela atividade
antioxidante in vitro e in vivo e protecdo das biomoléculas observadas neste estudo,
o que fortalece a indicacéo de consumo do fruto de S. purpurea.

Palavras-chave: Seriguela; Antioxidante; Estresse oxidativo; Plantas medicinais;
Bioprospeccgéao
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1. Introducéo

Uma dieta balanceada rica em frutos e verduras promove impactos positivos
sobre a saude humana. Por este motivo, € crescente a busca por frutos com a
capacidade de nutrir e promover efeitos benéficos no organismo mediados por seus
constituintes quimicos (Cahlskantiirk Karatas et al., 2017; Patel, 2019).

Um ndmero crescente de frutos tem sido descrito por apresentarem
propriedades funcionais e resultarem em beneficios a saude, como reducédo do
estresse oxidativo, diminuindo o aparecimento ou progressao de diversas outras
doencas relacionadas ao quadro (Pham-Huy et al., 2008). Frutos como caja (Spondias
mombin L.); acai (Euterpe oleracea Mart), amora preta (Rubus spp.) e jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba (Vell.) O. Berg) apresentam elevada atividade antioxidante
(Dantas et al., 2019; Martinez et al., 2018; Pereira et al., 2016). Dentre os constituintes
quimicos presentes nesses frutos estdo diversas moléculas antioxidantes como
carotenoide, catequina e quercetina (Garzon et al., 2017; Hauck Tiburski et al., 2011).

Algumas limitacdes relativas a oferta de frutos nutracéuticos como flutuacéo
sazonal da producéo e perdas pds-colheitas, podem ser minimizadas com o uso de
metodologias de conservagao de alimentos. Dentre elas, a liofilizacdo apresenta uma
série de vantagens, como a manutencdo dos niveis de nutrientes sensiveis a
temperatura, cor, sabor e textura (Marques et al., 2006). Por este motivo, a liofilizagéo
tem sido utilizada para a desidratacédo de produtos com alto valor de mercado, como
cogumelos e morangos (Hammami & René, 1997; H. Wang et al., 2015).

Spondias purpurea (Anacardiacea), conhecida popularmente como seriguela, é
uma arvore nativa da América Central. Espécie exdtica amplamente distribuida no
Brasil, apresenta baixo custo de producéo e alta resisténcia a seca (Mufiiz et al., 2018;
Vargas-Simén, 2018). O periodo de frutificacdo varia de dezembro a margo, seus
frutos maduros apresentam casca vermelha e polpa amarela, sendo apreciados e
consumidos in natura pela populacéo.

O extrato hexanico dos frutos de S. purpurea apresentou atividade antioxidante
e antiglicagdo (Muiiiz et al., 2018), além disso, 0 extrato hexanico das folhas também
exibiu atividade antioxidante e antiucerogénica (de Almeida et al., 2017). No entanto,
ainda sdo pouco conhecidas as propriedades nutracéuticas, funcionais e possivel
toxicidade dos frutos de S. purpurea. Por este motivo, investigamos a composicao

centesimal da polpa fresca e liofilizada dos frutos de S. purpurea bem como a
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constituicdo quimica, a atividade antioxidante e os possiveis efeitos toxicos do extrato

aguoso da polpa dos frutos de S. purpurea.
2. Material e métodos

2.1 Amostra vegetal

Frutos maduros de S. purpurea foram coletados na cidade de Itapora-MS, Brasil
(21°54’33.3"S e 54°42°04.9”W), no més de fevereiro de 2014. Uma exsicata da planta
foi depositada no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados sob o
namero 5461.

Apos a coleta, os frutos foram selecionados, sanitizados, despolpados e a polpa
dividida em duas partes, sendo uma porcao acondicionada em sacos de polietileno e
armazenada em freezer -20 °C até o seu uso e a outra submetida ao processo de

liofilizacao.

2.2 Preparo do extrato aquoso da polpa de Spondias purpurea

O extrato aquoso da polpa de S. purpurea (EPSp) foi preparado a partir da polpa
liofilizada. Uma quantidade equivalente a 100 g da polpa liofilizada foi adicionada em
1 L de agua destilada a temperatura ambiente e homogeneizada com auxilio de um
bastdo de vidro durante 10 min. Posteriormente a solucdo foi filtrada, congelada,

liofilizada e armazenada em freezer -20 °C até o seu uso. Rendimento 23%.

2.3 Reagentes

AAPH (2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride), ABTS (2,2’-
Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), Acrilamida Bis-Acrilamida, BSA,
Catequina, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), PSA, SDS e TEMED, foram
adquiridos da Sigma. Acido ascérbico, acido galico, acido sulfrico, carbonato de
sédio, cloreto de aluminio, DCFI (2,6-diclorofenol indofenol), Folin-Ciocalteu, hexano,
hidréxido de sédio, metanol, peréxido de hidrogénio quercetina foram utilizados em

grau analitico.

2.4 Composicao centesimal da polpa fresca e liofilizada
A composicao centesimal de cada amostra, polpa fresca e polpa liofilizada, foi
determinada através do teor de umidade, cinzas, fibras totais, lipidios, proteinas e
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percentagem de hidratos de carbono como descrito a seguir. Todos 0s parametros

foram determinados em experimentos realizados em triplicata.

24.1 Umidade

Para determinar o teor de umidade, 3 g de cada amostra foram mantidas em
estufa com circulacdo de ar a 60 ° C durante 6 h. ApGs este periodo, as amostras
foram transferidas para um dessecador contendo gel de silica. Depois de atingir a
temperatura ambiente, as amostras foram pesadas e devolvidas a camara aquecida.
O procedimento de aquecimento e resfriamento foi repetido até as amostras atingirem

massa constante. O teor de umidade foi determinado segundo a equagéo 1:

eso inicial — peso final
Umidade (%) = ((p e peso Ji )> x100 Eq. 1

peso inicial

24.2 Cinzas

Aproximadamente 3 g de cada amostra foram carbonizadas em forno de mufla
a 550 ° C por 7 h até que o material tornasse branco ou cinza claro. ApGs este periodo,
as amostras foram transferidas para um dessecador contendo gel de silica. Apés
atingir a temperatura ambiente, as amostras foram pesadas para determinar o teor de
cinzas por diferenca entre massa inicial e massa final. O teor de cinzas foi determinado

segundo a equacéo 2:

eso inicial — peso final
Cinzas (%) = ((p peso f )> x100 Eq. 2

peso inicial

2.4.3 Fibras totais

Aproximadamente 1 g de cada amostra foi submetida ao aparelho determinador
de fibras (TE-149). Colocou-se acido sulfurico 1,5% e, ap6s 30 min em temperatura
de 98 °C, a solucéo foi drenada, as amostras foram entéo lavadas duas vezes com
agua fervente. Em seguida, adicionou hidréxido de sédio a 1,5%, apds 30 min a 98
°C, a solugdo foi drenada e as amostras lavadas duas vezes em agua fervente. A
amostras foram lavadas com acetona, levadas a estufa a 105 °C por 24 h.

Posteriormente as amostras foram transferidas para dessecador contendo gel de
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silica e ao atingir a temperatura ambiente foram pesadas e o teor de fibras totais
determinado segundo a equagao 3:

(peso inicial — peso final) Eq. 3

Fibra bruta (%) = ( >x100

peso inicial

2.4.4 Proteinas

Em um tubo de Kjeldahl foram adicionados 0,2 g de amostra, seca e
desengordurada, e 7 mL de solucdo digestora. Esta solucdo foi mantida em bloco
digestor a 400 °C até o termino do processo de digestdo. Os tubos contendo as
amostras digeridas foram transferidos para um sistema de destilagéo de Kjeldahl e
neutralizados com NaOH 40%. A destilacdo foi realizada até a obtencéo de 100 mL
de destilado em erlenmeyer contendo 10 mL de solucéo receptora. O destilado, foi
titulado com uma solucao de acido cloridrico até a mudanca de cor.

O teor de proteina das amostras foi mensurado de acordo com a Eq. (4), em
qgue V =volume de acido cloridrico em mL; 0,1= N do HCI; 0,014= fator de

correcédo; e 6,25 = fator de converséo de nitrogénio em proteina.

Vx0,1x0,014
Proteina (%) = <( ) x 6,25) x100 Eq. 4
peso amostra

2.45 Lipideos

Quantidades de aproximadamente 3 g de cada amostra seca foram colocadas
em folhas de papel de filtro e acondicionadas no extrator de lipideos tipo Soxhlet
(Marconi), acoplado a um copo de reboiler previamente pesado. Foi entéo, adicionado
cerca de 250 mL de hexano. Um condensador foi conectado ao copo e este foi
aguecido sobre uma placa elétrica por 2 h. No final da extracdo, as amostras foram
suspensas por 30 min e em seguida o hexano foi recolhido e os copos contendo
lipideos foram transferidos para estufa de circulacéo de ar por 2 h. Apos este periodo
foram transferidos para um dessecador com gel de silica. Ao atingir a temperatura

ambiente, os copos foram pesados e o teor lipidico calculado segundo a equacao 5:

o (reboiler final — reboiler inicial) Eqg.5
Lipideos (%) = x100

peso amostra
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2.4.6 Carboidratos
O teor total de carboidratos das amostras foi calculado segundo a equacéao 6:

carboidratos (%) = 100 — (umidade + cinza + proteina + lipideo) Eq. 6

2.5 Teor de acido ascorbico

O contetdo de &cido ascoérbico das amostras foi determinado utilizando o
reagente Tillmans. Neste ensaio, uma solucao de acido oxalico a 4% foi utilizada para
diluicdo das amostras, posteriormente as amostras foram tituladas com a solucéo de
2,6-diclorofenol indofenol (DCFI), conhecido como reagente Tillmans. O ponto final da
titulacdo foi detectado pela mudanca de cor da solucdo de incolor para rosa
persistente. O teor de &cido ascorbico foi determinado através da equagéo 7, onde:
DCFI a= volume de DCFI utilizado na amostra; DCFI p= volume de DCFI utilizado na

amostra padrédo; m (AO)= massa do acido oxalico; A= amostra.

DCFIa)x<100)x<m(AO)+A>x (50

AA (mg. 100 gde A) = ( DCFI p A m solugdo 10

)x 102 Eq.7

2.6 indice de acidez

O indice de acidez foi determinado com solucdo de NaOH (40%), previamente
padronizada, e indicador de fenolftaleina, segundo metodologia proposta pelas
Normas Analiticas do Instituto Adolf Lutz. Em 2 g de amostras foi adicionado 25 mL
de éter/alcool (2:1 v:v) e 2 gotas de fenolftaleina 0,1 mol. Em seguida a solucao foi
titulada com NaoH 0,1 mol. O ensaio foi realizado em triplicata e o indice de acidez

determinado segundo a equacéo 8:

. v titulacioxfator do NaOHx6,61
Indice de acidez (%) = ( £ ]cclmostra ) Eq. 8

2.7 Determinagdo de compostos fenolicos e flavonoides

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu segundo método descrito por Meda et al., 2005, com modificagdes.
Neste ensaio, 500 pL de amostra foram adicionados em 2,5 mL do reagente Folin-

Ciocalteu (1:10 v/v) e apos 5 min foi adicionado 2 mL de carbonato de sodio (14%). A
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mistura foi agitada em vortex e incubada por 2 h ao abrigo da luz em temperatura
ambiente, em seguida foi mesurada a absorbancia das amostras em
espectrofotometro a 760 nm (T70 UV/VIS). O acido galico foi utilizado como padrédo e
o resultado foi expresso em miligramas equivalentes de acido galico por grama de
extrato (mg EGA g extrato). O ensaio foi realizado em triplicata.

O conteudo de flavonoides foi determinado utilizando o método descrito por
(Liberio et al., 2011), com algumas modificacdes. Neste ensaio amostra foi preparada
em uma concentracao final de 100 pg mL* em metanol 100%. Uma aliquota de 0,5
mL dessa solucao foi adicionada a 4,5 mL de cloreto de aluminio (2%) e incubou-se a
temperatura ambiente durante 30 min. A absorbancia da amostra foi mesurada a 415
nm. A quercetina foi utilizada como padréo e o resultado foi expresso em miligrama
equivalentes de quercetina por grama de extrato (mg EQ g extrato). O ensaio foi

realizado em triplicata.

2.8 Isolamento e identificacdo dos compostos presentes no EPSp

Uma amostra de EPSp foi injetado em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) analitico (Shimadzu), equipado com duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-
20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A (DAD), controlador CBM-20A e forno
CTO-20A. O cromatografo foi acoplado a um espectrometro de massa microTOFIII
(Bruker Daltonics). Esta técnica de quimica analitica permite combinar as capacidades
de separacdo da cromatografia liquida com as capacidades analiticas da
espectrometria de massas. A interpretacdo do cromatograma com 0S respectivos
tempos de retencdo e as massas dos compostos foram comparadas a padrdes de
substancias puras para a determinacéo e identificagdo dos compostos presentes no
EPSp.

2.9 Atividade Antioxidante

2.9.1 Capturado radical ABTS e DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada através dos métodos de ABTS e DPPH. A
capacidade de eliminacéo dos radicais livres ABTS foi determinada através do método
descrito por (Rufino et al., 2010). Neste ensaio, 20 yuL de amostra em diferentes
concentragcbes foram adicionadas a 1.980 pL de solucdo do radical ABTS. Esta

solucéo foi incubada por 6 min ao abrigo da luz e a absorbancia determinada a 734
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nm. A porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi determinado segundo a equacao
9:

o Abs amostra Ea. 9
inibicdo ABTS (%) =|1— (—) x100 Q.
Abs controle

A capacidade de eliminacéo dos radicais livres DPPH foi determinado através do
meétodo descrito por (D. Gupta & Gupta, 2011). Neste ensaio, 200 uL de amostras
foram adicionados a 1.800 pL de solucéo do radical DPPH. Esta solucao foi incubada
por 30 minutos ao abrigo da luz e sua absorbancia determinada a 517 nm e a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH calculada segundo a equacéo 10:

nibicio DPPH (%) = [ 1 (Abs amostra) 100 Eq. 10
Hubieao o) Abs controle) |

2.9.2 Oxidacao de BSA induzido por AAPH

Albumina de soro bovino (BSA, 7 pg) foi incubada durante 30 min a 37 °C com
diferentes concentragées do EPSp (10-2.000 pg.mLt). Apds este periodo, o agente
oxidante AAPH foi adicionado na concentracdo de 75 mM e seguiu-se uma nova
incubacdo de 60 min a 37 °C. Posteriormente as amostras foram incubadas com
tampéo de amostra durante 3 min a 95 °C. Em seguida as amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Posteriormente o gel foi digitalizado
utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ System e analisado através do software
Image Lab™. O volume respectivo as bandas de BSA foram determinados. O ensaio

foi realizado em quadruplicada.

2.9.3 Dano ao DNA induzido por per6xido de hidrogénio

O ensaio de dano ao DNA foi realizado a partir do método descrito por (Kumar &
Chattopadhyay, 2007) com modificagdes. O preparo do DNA plasmidial foi realizado
a partir da adicéo de 4 pL de PBS e 4 uL de DNA plasmidial (50 ng.uL™). As diluicdes
das diferentes concentracées de EPSp (1- 2000 pg.mL?) em foram realizadas em
PBS. Para o experimento foram utilizados 4 pL do EPSp nas diferentes

concentracdes, 4 pL da solucdo de DNA plasmidial e 4 uL de peroxido de hidrogénio
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30%. As amostras foram incubadas em transiluminador UVT-312 a 302 nm em
temperatura ambiente durante 5 min. Em seguida, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio a 10 mg/mL. O gel
foi digitalizado utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ System e analisado

atraveés do software Image Lab™. O ensaio foi realizado em triplicata.

2.10 Ensaios in vivo em molelo Caenorhabditis elegans

2.10.1 Toxicidade aguda em Caenorhabditis elegans

O ensaio de toxicidade foi realizado como descrito por (Bonamigo et al., 2017)
utilizando o modelo animal Caenorhabditis elegans estirpe N2 do tipo selvagem. Os
nematoides foram incubados a 20 °C em placas contendo meio de crescimento de
nematddeo (NGM), suplementado com bactéria Escherichia coli cepa OP50-1. Os
nematoides foram sincronizados através do tratamento de hermafroditas gestantes
com hipoclorito de sédio a 2% e hidroxido de so6dio 5 M. ApoOs a sincronizacao, 0s
nematoides (n=10), na fase larval L4, foram transferidos para microplacas de 96 poc¢os
e incubados por 24 h a 20 °C com as diferentes concentragdes do EPSp (750-4.000
ug.mL1) em meio M9. Apos esse periodo, avaliou-se a viabilidade do nemat6deo
através de resposta ao estimulo fisico com a utilizacdo de fio de platina. Para a
manipulacdo e exame dos nematoides foi utilizado um estereomicroscopio modelo
Motic SMZ-140 & W10X / 23 (British Columbia, Canada). Os dados foram calculados

a partir de trés experimentos independentes em triplicata.

2.10.2 Resistencia ao estresse oxidativo induzido por Juglone

A capacidade de diferentes concentragées do EPSp (100-2000 pg.mL™?) em
promover a protecao contra os efeitos do estresse oxidativo induzido pelo agente pré-
oxidante Juglone (5-Hydroxy-1,4-naphthoquinone) foi avaliada utilizando o modelo C.
elegans. Os nematoides N2 (n=10), no estagio larval L4 foram transferidos para
microplacas de 96 pocos contendo tampao M9 (100 L), e incubados a 20 °C por 1
hora com diferentes concentracées de EPSp (100 pL). Em seguida foi adicionado 50
pL de Juglone (40 pM). A viabilidade dos nematoides foi avaliada apos 24 horas
através da observacdo dos animais sobreviventes e sensiveis ao toque, utilizando
uma alga de platina. Os nematoides foram avaliados no estéreo microscopio Motic

SMZ-168. Foram utilizados como controles nematoides incubados somente com o
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meio de cultura M9 (250 pL) e em Juglone (40 uM). Os dados foram calculados a partir
de trés experimentos independentes em triplicata.

2.10.3 Resistencia ao estresse térmico

O ensaio de resisténcia ao estresse térmico foi realizado utilizando o modelo C.
elegans. Os nematoides selvagens N2 (n=10) na fase larval L4 foram transferidos para
novas placas contendo meio NGM e E. coli OP50 e os respectivos tratamentos de
EPSp (100-2000 pg.mL?). O estresse térmico foi induzido pelo aumento da
temperatura de cultivo de 20° C para 37° C durante o periodo de 6 horas, com
avaliacdo para cada hora. Apos o periodo de incubacdo, os nematoides foram
mantidos a 20° C em incubadora por no minimo 16 horas. Este procedimento permite
que os nematoides viaveis se recuperem. Os resultados foram obtidos pela média de
trés ensaios independentes em duplicatas.

2.11  Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Os resultados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) e submetidos a
post-test Tukey ou test-t Student. Os dados foram considerados significantes quando
P <0,05. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism
7.0

3. Resultados

3.1 Composicao centesimal

A composicao centesimal e o valor nutricional da polpa fresca e polpa liofilizada
estdo apresentados na tabela 1. O processo de liofilizacao reduziu em 93 % o teor de
umidade na polpa liofilizada e aumentou os teores de cinzas, fibras totais, proteinas,

lipideos, carboidratos e valor caldrico.
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Tabela 1. Composicdo centesimal (g.100 g* de amostra) e valor calérico (Kcal.100 g
1 de amostra) da polpa fresca e polpa liofilizada de S. purpurea L.
Parametros Polpa Fresca Polpa Liofilizada

Composicao centesimal

Umidade 81,16 + 0,58 5,29 = 0,17%***
Cinzas 0,47 £ 0,04 0,59 + 0,04
Fibras totais 2,18 + 0,06 2,72 £0,07*
Proteinas 5,65+0,61 7,04 + 0,66
Lipideos 1,69+0,14 2,12 £ 0,03*
Carboidratos 11,03 £ 0,55 84,90 + 0, 61****
Valor calérico 81,93+1,51 386,80 + 0,66****

Os dados sédo apresentados em média = erro padrdao da média. *P<0.05; **P<0.01; e

****P<(,0001 versus polpa fresca.

3.2 Teor de acido ascorbico, indice de acidez, fendis totais e
flavonoides da polpa fresca e liofilizada

O teor de &cido ascorbico, indice de acidez, fendis totais e flavonoides presente
na polpa fresca e liofilizada, estdo apresentados natabela 2. O processo de liofilizacéao
aumentou a concentracdo de acido ascorbico em 278 %, 18 % indice de acidez, 21 %

fendis totais e 49 % flavonoides.

Tabela 2. Teor de acido ascorbico, indice de acidez, fendis totais e flavonoides na
polpa fresca e liofilizada dos frutos de S. purpurea L

Parametros Polpa fresca Polpa liofilizada
Acido ascérbico (mg de AA.100 g de amostra) 31,64+8.43 119,73+5,68***
indice de acidez (%) 14,05+0,27 17,88+1,17*
Fendis totais (mg de EAG.g! de amostra) 98,00+0,00 119,00+0,00%***
Flavonoides (mg de EQ.g! de amostra) 55,20+0,01 81,90+0,00****

Os dados sdo apresentados em média + erro padrao da média. *P<0.05; ***P<0.001;

e ****P<0.0001 versus polpa fresca.

3.3 Fenois totais, flavonoides e constituicdo quimica do EPSp

O EPSp apresentou contetido de fendis totais de 108 mg EAG.g! e de
flavonoides foi de 69,4 mg de EQ.g*. A andlise quimica do EPSp identificou a
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presenca de triptofano, acido hidroxicitrico, di-O-hexosideo, O- desoxihexosil-hexosil
quercetina, O-hexosil quercetina (Figura 1).

|ﬂ;61ﬂglig EPSP-acucar-3uL_neg 1-84_01_10208.d: BPC -All MS, Smoothed (0.29,4,GA)
.
3 ; m/z 609 [M-H]-, C27H30016 —O-deoxyhexosyl- hexqsyl quercetin

m/z 463 [M-H]-, C21H20012 — O-hexosyl qugrcetin
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Figura 1. Compostos identificados no extrato aquoso da polpa liofilizada de Spondias
purpurea L.

34 Atividade antioxidante

3.4.1 Capturado radical ABTS e DPPH

No ensaio de captura do radical livre ABTS observamos que os controles AA e
BHT apresentaram ICso inferior a 10 ug.mL, concentracées inferiores a observada
para o EPSp (ICso ~ 210 ug.mL™?). No ensaio de captura do radical DPPH o EPSp
apresentou ICso de 137 ug.mL?. Apresentando uma captura maxima de radicais de

85% a 500 ug.mL™.
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Tabela 3. Atividade antioxidante do extrato aquoso da polpa da S. purpurea.

ABTS DPPH
Amostra ICs0 Inibicdo maxima ICs0 Inibicdo maxima
[ Hg.mL7] % [ug.mL?] [ pg.mL] % [ng.mL"]
AA 2,910,1 93 5 4,3+0,2 92 25
BHT 7,8+0,8 93 50 15,2+1,5 80 50
EPSp 209,6%3,2 77 1.000 136,7+3,7 85 500

IC50 e atividade maxima de eliminacdo de radicais livres de ABTS e DPPH,
antioxidantes padrfes e do extrato aquoso da polpa liofilizada de Spondias purpurea
L. (EPSp)

3.5 Oxidacao de BSA induzido por AAPH

O agente oxidante AAPH elevou a oxidacdo do BSA, promovendo 73 % de
oxidacdo. Foi observado que nas maiores concentracfes avaliadas (750, 1.000 e
2.000 ug.mL1), a oxidacdo causada pelo agente AAPH foi reduzido pelo EPSp em 38
%, 42% e 48 %, demonstrando que estas concentracdes foram capazes de proteger
BSA da oxidagao promovida por AAPH (Figura 2).
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Figura 2. Oxidacdo de BSA. A) SDS-PAGE 12% e B) Inibigcdo da oxidagdo de BSA
induzida por AAPH. Os dados sao apresentados como média + EPM. EPSp= Extrato

aguoso da polpa de Spondias purpurea * P<0,05 e **P<0,01 versus grupo Controle.
##P<0,01 e ###P<0,001 versus grupo EPSp (AAPH 0).

3.6 Dano ao DNA induzido por perdxido de hidrogénio

O EPSp foi capaz de promover a protecdo contra a fragmentagcdo do DNA
induzido por H20: e radiagédo UV de maneira dose-dependente, sendo que as maiores
concentracdes de EPSp promoveram as maiores protecdes. Os controles quercetina,

catequina e acido galico também protegeram o DNA da fragmentacéo.
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Figura 3. Fragmentacdo de DNA plasmidial. A) Gel de agarose 1% e B) Determinacao
do contetdo de DNA plasmidial apos a exposicdo ao H202 e UV. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. EPSp= Extrato aquoso da polpa de Spondias
purpurea Q= quercetina; C= catequina; GA= Acido galico; CT= controle e CTuv=
Controle + ultravioleta. * P<0,05 versus EPSp (0).

3.7 Ensaios in vivo em molelo Caenorhabditis elegans

3.7.1 Toxicidade em Caenorhabditis elegans
A administracdo de diferentes concentracdées do EPSp (750-4.000 pg.mL1) em
modelo de C. elegans nédo levou a sinais de toxicidade quando comparado com o

grupo controle nos diferentes tempos avaliados (Figura 4).
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Figura 4. Toxicidade aguda em C. elegans nos tempos de (A) 24 h e (B) 48 h de

incubacdo. EPSp= Extrato aquoso da polpa de Spondias purpurea. Os dados sao
apresentados como media + EPM.

3.7.2 Resisténcia ao estresse oxidativo induzido por Juglone

O agente oxidante Juglone (40 uM) promoveu a morte de 57 % dos nematoides
comparado a controle-M9. Quando adicionados as diferentes concentracées do EPSp
(100-2000 ug.mL?), foi observado que a partir da concentracdo de 250 ug.mL* o
EPSp promoveu a protecdo contra os danos oxidativos causados pelo Juglone,

aumentando a viabilidade em 56 % dos nematoides quando comparado ao Juglone.
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Figura 5. Estresse oxidativo induzido por Juglone em C. elegans, expostos durante 24 horas
ao EPSp. EPSp= Extrato aquoso da polpa de Spondias purpurea. Os dados sé&o
apresentados como média + EPM. **P < 0.001 e ****P < 0.001 em comparac&o ao grupo
Juglone.

3.7.3 Resisténcia ao estresse térmico

A exposicdo dos nematoides a elevadas temperaturas durante diferentes
intervalos de tempo (1 a 6 h) promoveu a morte de nematoides a partir da 4 h, quando
comparados ao controle exposto a 20 °C (CT 20) (dados ndo mostrado). A partir da
2 h de exposicao a 37 °C, foi observado morte dos nematoides. A morte desses
nematoides foi mais acentuada na 5 e 6 h de exposicado. A administracéo de diferentes
concentraces do EPSp (100-2000 pg.mL™1) foi capaz de promover a protecéo contra

0 estresse induzido por elevadas temperaturas na 6 h de exposicao.
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Figura 6. Estresse térmico em C. elegans expostos a 37 °C durante A) 1 h, B) 2 h, C)
3h,D)4h,E)5heF)6 h, tratados com EPSp. EPSp= Extrato aquoso da polpa de
Spondias purpurea. Os dados sao apresentados como média + EPM. **P < 0.01, ***P
< 0.001 e ****P < 0.001 em comparacao ao grupo CT 37.

4, Discussao

Os frutos tém sido utilizados na dieta humana ha séculos. Além das propriedades
nutricionais, os frutos também podem apresentar propriedades nutracéuticas e
funcionais. A ingestdo de compostos antioxidantes através dos alimentos é uma
alternativa eficaz, capaz de combater o0 excesso de espécies reativas acumuladas no
guadro de estresse oxidativo (Pham-Huy et al., 2008). Dada a escassez de

informacOes a espécie S. purpurea, investigamos as propriedades nutricionais e
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antioxidantes do fruto e o efeito da liofilizacdo sobre estes parametros, além dos
efeitos do extrato aquoso dos frutos.

A polpa fresca de S. purpurea apresenta teor de fibras totais, proteinas e lipideos
totais superior ao valor encontrado nos frutos de S. cytherea (caja-manga) (Lago-
Vanzela et al., 2011). Os valores de umidade, cinzas e carboidratos sao semelhantes
aos valores descritos para outros frutos, como o caja-manga, mamao, abacaxi e
manga (Lago-Vanzela et al., 2011; Marques et al., 2006). Adicionalmente, os frutos
de S. purpurea possui um valor calorico superior a S. cytherea e inferior ao valor
encontrado para a polpa dos frutos de S. axillaris (S. Gupta et al., 2019; Lago-Vanzela
et al., 2011).

O elevado teor de fibras, proteinas e lipideos nos frutos de S. purpurea podem
promover efeitos benéficos a salde, conferindo aos frutos propriedades funcionais. A
ingestao de fibras pode auxiliar na motilidade intestinal, reducao do indice glicémico e
colesterol, além de promover a sensacado de saciedade e auxilia na prevencdo de
doencas como colite e cancer (Cassidy et al., 2018; Emilien et al., 2018; Nakaji et al.,
2004; Patel, 2019). O consumo de proteinas também promove o aumento da
saciedade, além de aumentar o gasto energético, apresentar efeito termogénico e
capacidade de modular horménios intestinais (Ryan et al., 2013; Westerterp-
Plantenga et al., 2009). E os lipideos sdo capazes de modular a producdo de
hormonios, promover relaxamento de masculos, e atuar no sistema imunoldgico (Imo
et al., 2018; Ryan et al., 2013).

Adicionalmente, os frutos de S. purpurea apresentou valor de AA inferior ao
apresentado para os frutos de S. mombin, porem semelhante aos frutos de S. axillaris,
além disso, o contetdo de AA presente nos frutos de S. purpurea é 33 % do valor
recomentado pela NHI para ingestéo diaria (S. Gupta et al., 2019; NHI, 2018; Porto et
al., 2019). O teor de compostos antioxidantes, fenois totais e flavonoides, encontrado
nos frutos de S. purpurea sdo superiores aos valores encontrados nos frutos de S.
mombin e S. axillaris (S. Gupta et al., 2019; Saha, 2019).

O processo de liofilizagdo da polpa dos frutos de S. purpurea, reduziu o teor de
umidade e concentrou os teores de fibras, lipideos, carboidratos e consequentemente,
aumentou o valor calérico. A liofilizacdo também promoveu a concentragéo dos niveis

de AA, fendis totais e flavonoides. A umidade residual da polpa liofilizada de S.
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purpurea esta préoxima aos valores encontrados para polpas liofilizadas de mamao
(5.81%), abacaxi (7.06%) e manga (7.76%) (Marques et al., 2006). Todos os frutos
investigados por Marqgues et al., (2007) apresentaram reducédo do conteudo de AA.
Contudo, o nivel de AA na polpa liofilizada de S. purpurea aumentou 4 vezes. ISso
mostra que o processo de liofilizagdo preservou os constituintes quimicos presentes
na polpa de S. purpurea. O AA e os fendis totais sdo compostos antioxidantes capazes
de neutralizar os efeitos deletérios de espécies reativas, promovendo um efeito
protetor contra o estresse oxidativo (Gong & Rubin, 2015; Nobre et al., 2018;
Rodrigues Sé et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) sao responsaveis pela oxidagao de
biomoléculas, sendo comum danos oxidativos em proteinas, DNA, RNA e lipideos
(AbdulSalam et al., 2016; Poulsen et al., 2012; Reeg & Grune, 2015; Su et al., 2019).
A oxidacao de biomoléculas possui diversas consequéncias, como desenvolvimento
Alzheimer, cancer, diabetes, obesidade, doencas cardiacas e Parkinson (Durackova,
2010; R. A. Jacob & Sotoudeh, 2002; Sultana et al., 2009). Adicionalmente, 0 consumo
de dietas hipercaléricas, tabagismo, poluicdo, radiacdo e o0 uso de pesticidas
contribuem para a producéo de EROs (CAROCHO; FERREIRA, 2013; HYBERTSON
et al., 2011; SIES; STAHL; SEVANIAN, 2005).

A analise quimica do EPSp identificou compostos antioxidantes que nao haviam
sido descritos nos frutos de S. purpurea. Dentre eles destacamos o0 acido
hidroxicitrico, di-O-hexosideo, O- desoxihexosil-hexosil quercetina, O-hexosil
quercetina e o aminodcido triptofano. A presenca destes compostos bioativos no
EPSp estd relacionado as propriedades funcionais do fruto. Os compostos
identificados no EPSp: Acido hidroxicitrico, derivados de quercetina e triptofano,
juntamente com o AA sao, provavelmente, responsaveis pelos efeitos antioxidantes
observados nos ensaios de captura direta de radicais livres ABTS e DPPH, bem como
nos ensaios de protecdo as biomoléculas, uma vez que os mesmos sdo descritos
como compostos com propriedades antioxidantes.

O EPSp apresentou capacidade de prevenir biomoléculas contra os efeitos
oxidativo, causados por espécies reativas. A protecdo contra a oxidacdo do BSA e
fragmentacdo do DNA, demostra que o EPSp possui a capacidade neutralizar os
efeitos deletérios causados pelas EROs. Esses resultados podem ser atribuidos ao

sinergismo dos compostos presentes no EPSp. Uma vez que os AA, fendis totais e
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flavonoides de sdo capazes de prevenir danos oxidativo in vitro e in vivo (Gong &
Rubin, 2015; Nobre et al., 2018; Park et al., 2015; Rodrigues Sé et al., 2018).

Apbés observarmos que os frutos de Spondias purpurea apresentam
propriedades nutracéuticas, compostos com atividade antioxidante, e que estes
compostos sédo capazes de proteger biomoléculas contra danos oxidativos, buscamos
avaliar os efeitos in vivo, utilizando o modelo experimental C. elegans.

Foi possivel observar que elevadas concentracdes de EPSp ndo apresentou
efeitos toxicos nos nematoides, corroborando com a auséncia de toxicidade
observada por Villa-Hernandez et al., (2017), o qual avaliou baixas concentracdes de
extratos hidrofilicos dos frutos de S. purpurea, ratificando o consumo seguro desse
fruto. A auséncia de toxicidade de S. purpurea corrobora com a auséncia de toxicidade
apresentado em Spondias tuberosa (de Moura Barbosa et al., 2018). Apds confirmar
a auséncia de toxicidade em elevadas concentracdes, avaliamos a capacidade de
protecdo contra o estresse oxidativo e térmico em nematoides.

O composto Juglone promove aumento de EROs intracelular em C. elegans,
levando ao quadro de estresse oxidativo, promovendo danos a biomoléculas, como
DNA e lipideos, diminuindo a viabilidade e sobrevivéncia dos nematoides (Ahmad,
2019; de Castro et al., 2004; E. Wang & Wink, 2016). As diferentes concentracdes do
EPSp, promoveram protecdo contra os danos oxidativos causados pelo agente
oxidante Juglone, demonstrando que o EPSp apresenta atividade antioxidante in vitro
e in vivo. Esse efeito protetor pode ser atribuido aos compostos identificados nos
frutos de S. purpurea, uma vez que, AA e flavonoides podem estar inibindo os danos
oxidativos causados pelo juglone em biomoléculas dos nematoides (Hartwig et al.,
2009; Sobeh et al., 2016).

Adicionalmente, o EPSp apresentou efeito protetor contra os danos causados
pelo choque térmico. O mesmo efeito termoprotetor foi observado em nematoides
tratados com extrato hidrofilico de frutos de S. purpurea (Villa-Hernandez et al., 2017).
Esses resultados podem ser devido a presenca de flavonoides nos frutos de S.
purpurea, como a quercetina e campeferol, os quais sao descritos capazes de ativar
proteinas de resisténcia ao choque térmico, através de um conjunto de genes
induziveis, controlados por chaperonas, como o DAF-16, ortdlogo do FOXO3 em
humanos, o qual esta associado a longevidade em C. elegans (Flachsbart et al., 2009),
e atuam tentando evitar a degeneracgdo celular e promovendo a protecéo térmica (P.

Jacob et al., 2017; Rodriguez et al., 2013). Assim, os resultados de protecdo contra
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os danos oxidativos induzidos por juglone e o efeito protetor contra os danos causados

pelo choque térmico, demonstram a atividade antioxidante in vivo.

5. Concluséo

Em concluséo, os frutos de S. purpurea apresentam uma excelente fonte de
nutrientes, propriedades funcionais e nutracéticas. O processo de liofilizagéo de sua
polpa produz polpas com uma pequena concentracdo de umidade residual e grande
concentragdo de moléculas antioxidantes, como o &cido ascorbico, compostos
fendlicos e flavonoides. O EPSp apresentou atividade antioxidante em experimentos
de captura de radicais livres e protege biomoléculas contra danos oxidativos,
demonstrando que possui propriedades funcionais sem apresentar efeitos téxicos no
modelo C. elegans, além de inibir danos oxidativo induzidos por Juglone e promover
protecdo contra choque térmico em C. elegans. O consumo de antioxidantes
provenientes de frutos é uma alternativa para a prevencédo de uma série de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo. Mostramos que S. purpurea deve ser incluida
dentre os frutos tropicais com propriedades nutracéuticas e experimentos futuros

devem investigar os efeitos nutracéuticos de S. purpurea em modelos in vivo.
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5.2 Casca do caule de Spondias purpurea L. apresenta atividade
antioxidante e anti-hipercolesterolémica em camundongos alimentados com

dieta hipercalorica
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Cascado caule de Spondias purpurea L. apresenta atividade antioxidante e anti-

hipercolesterolémica em camundongos alimentados com dieta hipercaldrica

Katia Avila Antunes, Tamaeh Monteiro Alfredo, Janielle da Silva Melo da Cunha,
Priscila Pereira de Toledo Espindola, Alex Santos Oliveira, Caio Fernando Ramalho
de Oliveira, José Tarcisio Giffoni de Carvalho Junior, Denise Brentan da Silva, Edson

Lucas dos Santos, Kely de Picoli Souza
Resumo

Diversas espécies do género Spondias tém sido descritas por sua atividade
antioxidante. Nesse estudo, buscamos identificar os constituintes quimicos e avaliar a
atividade antioxidante e os efeitos do extrato aquoso das cascas do caule de Spondias
purpurea L. (ECSp), sobre parametros metabdlicos de animais alimentados com dieta
hipercal6rica. Foram identificados por CLAE-MS/MS no ECSp a presenca de di-O-
hexosideo, acido hidroxicitrico, acido citrico, acido gélico, catequina, galocatequina,
epigalocatequina, galato de (epi)gallocatequina, galato de epi)catequina e acido
elagico. A atividade antioxidante in vitro foi demonstrada pela capacidade do ECSp
em capturar radicais livres ABTS e DPPH, bem como pela sua capacidade de proteger
macromoléculas — proteina e DNA, de danos oriundos da exposicdo a agentes
oxidantes. O ECSp reduziu os niveis de ROS induzidos por peroxido de hidrogénio
em células mononucleares de sangue periférico humano, analisadas por citometria de
fluxo. A enzima SOD foi modulada na presenca do ECSp, no entanto, ndo houve
alteracdo de CAT. Foi observado também um aumento na disponibilidade de GSH. In
vivo, apoés avaliacdo da toxicidade aguda, verificou-se que o ECSp foi capaz de reduzir
0os niveis de MDA em diversos 6rgdos de camundongos alimentados com dieta
hieprcalérica, além de reduzir a hipercolesterolemia desses animais de forma
semelhante a sinvastatina. Em conjunto, a casca do caule de Spondias purpurea L.
apresenta atividade antioxidante in vitro e in vivo, com capacidade de reduzir os danos
as biomoléculas no quadro de estresse oxidativo, além de reduzir a
hipercolesterolemia induzida por dieta. Estes efeitos provavelmente sdo mediados

pelos compostos fendlicos presentes.
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1 Introducéao

Processos celulares fisiologicos e agentes estressores exdgenos contribuem
continuamente para a geracdo de espécies reativas no organismo que, quando nao
neutralizadas, desencadeiam o quadro de estresse oxidativo. O excesso de espécies
reativas promove danos a macromoléculas, como as proteinas, lipideos e &cidos
nucléicos. Diversas doencas podem surgir como consequéncia destes danos, como
dislipidemias, obesidade, aterosclerose, hipertensdo e disfuncdo endotelial vascular
[1-4]. Contudo, diferentes mecanismos antioxidantes podem neutralizar as espécies
reativas, controlando os danos celulares promovidos por elas.

Os sistemas antioxidantes protegem as células contra os danos promovidos pelo
estresse oxidativo [5,6]. Em condicfes que a producéo de espécies reativas supera a
capacidade antioxidante enddgena, enzimatica ou ndo enzimatica, faz-se necessaria
a atuacdo de antioxidantes exdgenos [7]. Neste sentido, as plantas tém se mostrado
uma importante fonte de antioxidantes exdgenos, capazes de neutralizar os efeitos
deletérios presentes durante o estresse oxidativo. Esta propriedade protetora é
atribuida aos seus constituintes quimicos, que atuam individualmente ou em
sinergismo [8].

As espécies do género Spondias (Anacardiacea), tém sido descritas por
apresentarem atividade antioxidante, promovendo a reducéo da peroxidacao lipidica
e da oxidacdo de proteinas, propriedades atribuidas a presenca de compostos
fendlicos [10]. Spondias purpurea é uma espécie nativa do México, mas amplamente
distribuida nas Américas Central e do Sul, inclusive no Brasil. Existem poucos estudos
sobre esta espécie, porém a acdo antioxidante de suas folhas e frutos ja foram
descritas [11,12]. No extrato hexanico das folhas de S. purpurea foram identificados
acido cafeico e epigalocatequina, e apresentam propriedades antioxidante e
antiulcerogénica [11]. O extrato hexanico dos frutos de S. purpurea apresentou acoes
antioxidante e antiglicacdo [12]. Todavia, ndo h& estudos na literatura sobre os
constituintes quimicos presentes nas cascas do caule de S. purpurea, bem como suas

propriedades farmacoldgicas. Assim, investigamos neste trabalho a constituicéo



72

guimica do extrato aquoso da casca do caule de S. purpurea (ECSp) e avaliamos suas
propriedades antioxidantes in vitro e in vivo, bem como seus efeitos sobre parametros

metabdlicos de camundongos alimentados com dieta hipercalorica.

2 Material e métodos

2.1 Reagentes

AAPH (2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride), ABTS (2,2’-
Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), Acrilamida Bis-Acrilamida, BSA,
Catequina, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), PSA, SDS e TEMED, foram
adquiridos da Sigma. Acido ascérbico, acido galico, acido sulfrico, carbonato de
sédio, cloreto de aluminio, DCFI (2,6-diclorofenol indofenol), Folin-Ciocalteu, hexano,
hidroxido de sédio, metanol, perdxido de hidrogénio quercetina foram utilizados em

grau analitico.

2.2 Preparo do extrato aquoso da casca do caule de Spondias purpurea
L. (ECSp)

A casca do caule de S. pupurea foi coletada em Itapord, Mato Grosso do Sul,
Brasil (S 21 ° 54 '33.3' e W 054 ° 42' 04.9 "), seca em estufa com circulacao de ar a
uma temperatura de 45 + 5 °C. Apds a secagem, o material foi moido em um moinho
de faca tipo Willy. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario da
Universidade Federal de Grande Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, com nimero
de registro 5461.

O extrato aquoso foi preparado por decoccdo do material vegetal em agua
destilada na proporcéo de 1:200 (m/v) durante 1 h. Em seguida, o extrato foi filtrado,

liofilizado e armazenado a -4 °C com prote¢ao contra a luz.

2.3 Identificacdo dos Compostos do ECSp

A amostra do ECSp foi analisada em um sistema cromatografico UFLC Shimadzu
Proeminence acoplado a detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas
MicrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics), o qual possui fonte de ionizagéo por eletrospray e
analisador quadrupolo e tempo de voo. Uma coluna cromatografica Kinetex
(Phenomenex, 2.6 J, 100A, 150 x 2.1 mm) foi utilizada nas analises, sendo aplicada
uma vazao de 0,3 mL." e volume de injecdo de 1 pL. Os solventes acetonitrila (B) e
agua deionizada (A), ambas acidificadas com 0,1% de acido formico v/v, foram

utilizados como fase mével em modo gradiente. O perfil gradiente de elui¢cdo foi o
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seguinte: 0-2 min - 3% de B, 2-25 min — de 3 a 25% de B, 25-40 min — de 25 a 80%
de B e 40-43 min - 80% de B. A coluna cromatografica foi mantida a 50 °C durante as
analises cromatograficas. Todas as amostras foram analisadas nos modos de
ionizagao positiva e negativa. Nitrogénio foi utilizado como géas de nebulizacéo (4 Bar),

de secagem (9 L.Y) e de colisédo. A voltagem do capilar foi de 2.500 kV.
2.4 Atividade antioxidante

2.4.1 Capturado radical ABTS e DPPH

A atividade antioxidante do ECSp foi avaliada através dos métodos de 2,2-azino-
bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrihidrazila (DPPH).
A capacidade de eliminacdo dos radicais livres ABTS foi determinada através do
método descrito por Rufino et al. (2010). Neste ensaio, 20 pL de amostra em diferentes
concentracbes foram adicionadas a 1.980 uL de solucdo do radical ABTS. Esta
solucéo foi incubada por 6 min ao abrigo da luz e a absorbancia determinada a 734
nm. A porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi determinada segundo a equacao
1

R Abs amostra (1)
inibicdo ABTS (%) =1 — (—) 100
Abs controle

A capacidade de eliminacdo dos radicais DPPH foi determinada pelo método
descrito por Gupta & Gupta (2011). Neste ensaio, 200 pL de amostras foram
adicionados a 1.800 pL de solucao do radical DPPH. Esta solucéo foi incubada por 30
min ao abrigo da luz e sua absorbancia determinada a 517 nm e a porcentagem de
inibicdo do radical DPPH calculada segundo a equacéo 2:

Abs amostra
) 100

inibicio DPPH (%) = 1 — ( 2)

Abs controle x
2.4.2 Oxidacao de BSA induzido por AAPH
Albumina de soro bovino (BSA), 7 ug, foi incubada a 37 °C durante 30 min com

diferentes concentracdes do ECSp (5-1.000 pug.mL™?). Apés este periodo, o agente

oxidante dicloridrato de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH), foi adicionado na

concentracéo de 75 mM e seguiu-se uma nova incubacdo a 37 °C durante 60 min.
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Posteriormente as amostras foram incubadas com tampé&o de amostra (SDS 20%,
glicerol, Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 H20 e azul de Bromofenol) durante 3 min a 95 °C. Em
seguida as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. O gel
foi corado, descorado e digitalizado utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ
System utilizando o software Image Lab™. O volume respectivo das bandas de BSA

foram determinados. O ensaio foi realizado em quadruplicada.

2.4.3 Fragmentacado de DNA induzido por peréxido de hidrogénio

O ensaio de fragmentacao ao DNA foi realizado segundo o método descrito por
Kumar & Chattopadhyay (2007), com modificagdes. Foram adicionados 4 uL de PBS
a 4 uL de DNA plasmidial (50 ng.uLt) para o preparo da solucédo de DNA plasmidial.
Para o experimento foram utilizados 4 uL do ECSp nas diferentes concentracdes (5-
1000 pg.mL1), 4 uL da solugcdo de DNA plasmidial e 4 pyL de peréxido de hidrogénio
30%. As amostras foram incubadas em transiluminador UVT-312 a 302 nm em
temperatura ambiente durante 5 min. Em seguida, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio a 10 mg.mL™2. O gel
foi digitalizado utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ System e analisado

utilizando-se o software Image Lab™. O ensaio foi realizado em quadruplicata.

2.4.4 Determinacdo da atividade hemolitica, inibicdo da hemdlise oxidativa
induzida por AAPH e dosagem de MDA

Atividade hemolitica e hemadlise oxidativa induzida por AAPH

O procedimento experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos da UFGD (autorizagdo n° 053161/2019). A
capacidade do ECSp de proteger contra a hemolise oxidativa foi avaliada através da
avaliacdo da hemolise induzida pelo agente oxidante AAPH. Uma quantidade de 15
mL de sangue periférico humano de um unico individuo adulto saudavel foi coletada,
centrifugada a 2.000 rpm e o plasma e a camada de leucécitos foram descartados. Os
eritrocitos foram lavados trés vezes em NaCl a 0,9% e posteriormente foi preparada
uma suspensao de eritrocitos a 10% em NaCl a 0,9%. O material foi incubado a 37 °C
durante 30 min em tubos de ensaio na presenca de diferentes concentra¢des de acido
ascorbico (AA) ou ECSp (5-1.000 ug.mL™?). Subsequentemente, 250 uL de NaCl 0,9%
ou AAPH 50 mM foram adicionados para avaliar a capacidade hemolitica e a inibicao

da hemdlise oxidativa, respectivamente. As amostras foram mantidas a 37 °C durante
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240 min sob agitagdo periddica. Trés experimentos independentes foram realizados
em duplicata. A porcentagem de hemolise foi determinada medindo a absorbéncia a

540 nm segundo a equacao 3.

Hembli ((y)—( Abs amostra ) 100 @3)
emotse L70) =\ Abs hemolise total) ™

Para o ensaio de inibicdo da peroxidacéo lipidica, uma suspencao de eritrocitos
a 10% foi preparada e incubada a 37 °C por 30 min na presenca de diferentes
concentracdes de acido ascorbico ou ECSp (5-1.000 ug.mL™1). Em seguida, adicionou-
se AAPH 50 mM e incubou-se a 37 °C durante 240 min com agitacdo periédica. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm e aliquotas de 500 pL do
sobrenadante foram transferidas para tubos contendo 1 mL de acido tiobarbitdrico
(TBA) 10 nmol. Como padrao, 500 uL de solu¢do de malondialdeido (MDA) 20 uM
foram adicionados a 1 mL de TBA. As amostras foram incubadas a 96 °C durante 45
min. Em seguida, 4 mL de alcool n-butilico foram adicionados e centrifugados a 2000
rpm. A absorbancia dos sobrenadantes foi medida a 532 nm. Dois experimentos
independentes foram realizados em triplicata. A concentracdo de MDA nas amostras

foram obtidas segundo a equacéo 4 e expressas em nmol.mL™.

20x220,32 ) 4)

MDA = Ab t (—
S amostra x Abs padrao

2.4.5 Estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio em células
mononucleares de sangue periférico humano

Células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) foram coletadas
e isoladas com o reagente Ficoll-Paque (GE Healthcare), e transferidas para placas
de 12 pocos na densidade de 5x10° células por poco. As PBMC foram incubadas com
2000 pL de diferentes concentracdes do ECSp (5-100 pug.mL?) durante 24 h a 37 °C
em estufa com atmosfera de 5% de COz. Ap6s 24 h, 15 pL de H202 a 10 mM foram
adicionados aos pocos para a inducdo do estresse oxidativo. Apés 30 min de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS e receberam 100 pL de DCFH (10 mM)
para a determinacao dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio. Apos
incubacgéo de 30 min a 37 °C as PBMC foram analisadas por citometria de fluxo, onde
10 mil eventos foram obtidos no citbmetro BD Accuri C6 Plus. Os niveis de espécies

reativas de oxigénio foram determinados pela quantificagdo das médias de



76

intensidade de fluorescéncia (MFI) em FITC-A. Os resultados apresentados sao uma
média de 3 experimentos realizados em triplicata.

2.5 Atividade antioxidante enddgena

Para determinar a atividade antioxidante enzimatica endégena, foram coletados
5 mL de sangue periférico de um individuo adulto saudavel, centrifugado a 3.000 rpm
durante 10 minutos. O plasma e a camada de leucécitos foram descartados e 0s
eritrocitos foram lavados trés vezes em NaCl a 0,9% para preparacdo de uma
suspensao de eritrocitos a 40%. Diferentes concentracées de ECSp (5-1.000 ug.mL-
1) foram incubadas com a suspenséo de eritrécitos a 37 °C durante 20 min. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm durante 5 min, o sobrenadante foi
descartado e 50 pL dos eritrécitos foram diluidos na proporcéo de 1:20 (viv) em agua
destilada, obtendo-se um lisado celular composto pelo conteddo intracelular de
eritrocitos previamente incubados com o ECSp durante 20 min. Este lisado celular foi
utilizado para a determinacdo das atividades das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). Este lisado também foi utilizado para a determinacdo dos

niveis de glutationa reduzida (GSH). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Atividade da superoxido dismutase
A atividade da SOD foi determinada segundo Crouch et al.,, (1981) com
modificacdes. Esta técnica baseia se na reducdo do NBT em azul de formazan. Um
volume de 30 uL do lisado celular de eritrécitos foi transferido para microplacas de 96
pocos, onde foram adicionados 70 pL de solugédo de Nitroazul de Tetrazolio (NBT, a
100 uM) e 100 pL de hidroxilamina (84,755 mM). A absorbancia foi mensurada a 560
nm no inicio da reacdo e apos 4 horas. A reacdo ocorreu em temperatura ambiente

protegidas da luz. Os resultados foram expressos como % de NBT.

Atividade da catalase
A atividade da catalase (CAT) foi realizado segundo Aebi et al., (1984) com
modificacdes. 10 pL da suspencéao de eritrgcitos lisados foi pipetado em cubetas de
quartzo, adicionados 990 pL de meio de reacado [(tamp&o Tris-HCI 1,0M, EDTA 50
mM, pH 8,0 (2,5 mL)], &gua deionizada (47,32 mL) e peréxido de hidrogénio (180 pL)].
As absorbéancias foram mensuradas a 240 nm imediatamente e apds 5 min de

incubacdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz.
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Atividade da GSH

A disponibilidade da GSH foi realizada segundo Reddy et al (2004) com
modificacdes. 300 pL de eritrécitos lisados foi precipitado com 300 yL de &acido
tricloroacético (5%), e centrifugado a 3000 rpm por 10 min. Em seguida, em 75 pL do
sobrenadante foram adicionados 150 pL de tampéo fosfato de sodio (pH 8,0) e 15 uL
de DTNB. A solugéo foi incubada por 30 min e as absorbancias foram mensuradas a
412 nm.

Abs amostra
) 00

Atividade de GSH (%) = ( (5)

— Ix
Abs controle

2.6 Animais

2.6.1 Comité de ética

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para Experimentacéo
Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade

Federal de Grande Dourados, Brasil, sob o nimero de protocolo 37/2018.

2.6.2 Toxicidade aguda

Camundongos fémeas C57BL/6 (n=15) com aproximadamente 22 g foram
aclimatados em biotério com ciclo claro/escuro (12 h), temperatura controlada (22 + 2
°C) e alimentados com a dieta controle e agua ad libitum. Posteriormente foram
divididos em trés grupos experimentais, tratados com dose Unica via gavagem, de
acordo com os respectivos tratamentos: (I) CT (agua), (Il) ECSp-2 (ECSp, 2 g.Kg?
massa corporal) e (Ill) ECSp-5 (ECSp, 5 g-Kg! de massa corporal). O consumo de
racdo, ingestdo de agua, massa corporal, piloereccdo e mortalidade foram
monitorados por 14 d. Apos o periodo de tratamento os animais foram submetidos a
jejum de 8 h, anestesiados e eutanasiados. Orgdos (figado, rins, bago coracgio,
pulmao e sistema nervoso) foram coletados, pesados separadamente e analisados
macroscopicamente. Adicionalmente, amostras de sangue foram coletadas para a

determinacdes hematoldgicas usando o equipamento COBAS (Roche).

2.6.3 Avaliacdo metabdlica

2.6.3.1 Dietas
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As dietas padrdo (AIN-93M) e hiperlipidica (HF9 60) foram adquiridas da
empresa PragSolugdes Biociéncias, Brasil. A dieta padrdo para roedores apresenta
valor calérico de 377 Kcal.100 g?. A dieta hiperlipidica contém 60% de lipideos em
sua composicdo, com valor calérico de 576 Kcal.100 g. Essa dieta foi denominada

dieta hiperlipidica (HFD) e utilizada para alimentacéo dos animais.

2.6.3.2 Desenho experimental e procedimentos

Camundongos machos C57BL/6 (n=32) foram divididos em dois grupos, grupo
CT (animais alimentados com dieta padrdo, n=8) e grupo HFD, animais alimentados
com dieta hiperlipidica durante 120 d, para que a sindrome metabdlica fosse
estabelecida. Apés o periodo de inducdo da sindrome metabdlica, os animais do
grupo HFD foram subdivididos em 3 grupos experimentais (n=8), tratados por
gavagem durante periodo de 60 d. Os animais receberam durante o tratamento (I)
agua (HFD-CT), () sinvastatina 30 mg.Kg! (HFD-Sinv) ou (lll) ECSp 400 mg.Kg *
(HFD-ECSp).

2.6.3.3 Orgéos e tecidos

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com Ketamina e xilazina
eutanaziados por injecdo de 1 mg de Ketamina e Xilasina por Kg (1:1). Ap6s a
eutanasia, os depodsitos de tecido adiposo marrom (TAM) e branco (TAB)
retroperitoneal, epididimal, mesentérico e subcutdneo inguinal, musculo
gastrocnémio, olho, sistema nervoso, pancreas, rins, baco figado, coracédo e duodeno
foram retirados e pesados individualmente. O sangue dos animais foi coletado por
acesso da artéria aorta, os parametros bioquimicos de glicemia, colesterol total,
triglicerideos, aspartato aminotransferase (AST) e a ALT (alanina aminotransferase)
foram determinados com o auxilio de um analisador bioquimico semiautomatico
(LABQUEST, Bioplus, Barueri-SP, Brasil).

2.5.3.4 Dosagem de malondialdeido em 6rgéos
O conteudo de malondialdeido (MDA) presente nos oOrgados dos animais
determinado segundo o método descrito por CUNHA et al. (2018). Amostras dos
orgéos (coracao, sistema nervoso, figado, rins e olhos) foram homogeneizados com
KCI 1,1% e centrifugados a 3000 rpm durante 10 min. Em seguida, 500 pyL do
sobrenadante dos tecidos ou 500 pL do padrao MDA 20 yM foram adicionados a 1 mL

de &cido tricloroacético (TCA) 10% e 1 mL de acido tiobarbittrico (TBA, 10 nmol.mL"
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1), seguido de incubagdo a 96 °C durante 45 min. As amostras foram resfriadas
durante 15 min em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 3 mL de alcool n-butilico
nas amostras, que foram agitadas em vortex e centrifugadas a 3000 rpm durante 5
min. A absorbancia do sobrenadante foi mensurada a 532 nm em espectrofotdbmetro
UV/VIS modelo T70 (PG Instruments, Leicestershire, UK). A concentracdo de MDA

nas amostras foi expressa como nmol.mL™.

2.6 Andlise estatistica
Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média (SEM) e
submetidos a analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguido de post test Student

Newman Keuls. Os dados foram considerados significativos quando P <0.05.

3 Resultados

3.1 Constituicdo quimica do ECSp

O ECSp apresentou rendimento final de 23 %. Uma amostra foi analisada por
CLAE-MS, nos modos de ionizacdo positivo e negativo. A analise do ECSp revelou a
presenca de di-O-hexosideo, acido hidroxicitrico, &cido citrico, &cido gélico, catequina,
galocatequina, epigalocatequina, galato de (epi)gallocatequina, galato de

epi)catequina e acido elagico, conforme os cromatogramas apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizacao positiva (A) e
negativa (B) do extrato aquoso da casca do caule de Spondias purpurea L. Em

destaque encontram-se as substancias identificadas.
3.2 Atividade antioxidante

3.2.1 Ensaio de captura do radical ABTS e DPPH
No ensaio de captura do radical ABTS, o ICso do ECSp foi 10% superior ao BHT
e 63% inferior ao AA, enquanto a atividade maxima foi semelhante a do BHT e inferior
a do AA (Tabela 1). No ensaio de captura do radical DPPH, o ICso do ECSp foi 53%
superior ao BHT, alcancando inibicdo maxima superior com uma concentracao 50%
menor. Em comparacao ao AA, o ICso do ECSp foi 64% inferior ao AA, contudo, ambos

compostos apresentaram inibigdo maxima nas mesmas concentracdes (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade de captura dos radicais livres ABTS e DPPH do extrato aquoso

da casca do caule de Spondias purpurea L. (ECSp) e antioxidantes padrdo, acido
ascorbico (AA) e hidroxitolueno butilado (BHT).

ABTS DPPH
Amostra ICso  Inibicdo maxima ICs0 Inibicdo maxima
[ugmLy % bgmi™l  pugmiy % [hg.mL]
AA 49+0,30 93 10 4,3+0,20 92 25
BHT 9,0£1,40 98 50 15,2+ 1,50 80 50
ECSp 8,1+£120 94 50 7,1 £0,70 91 25

ICs0= concentragdo capaz de inibir 50% dos radicais ABTS e DPPH. Os valores séo
expressos como média £ EPM.

3.2.2 Oxidacéao de BSA induzido por AAPH

A incubacédo da proteina com o agente oxidante AAPH promoveu sua oxidacao

em aproximadamente 74 %, sendo o ECSp capaz de prevenir em 15% esse efeito a

partir da concentracdo de 5 pg.mL?t, chegando em 100 % de protecdo na

concentragéo de 1000 pg.mL* (Figura 2).
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Figura 2. Oxidacdo de BSA. A) SDS-PAGE 12% e B) Inibicdo da oxidacdo de BSA
induzida por AAPH. Os dados séo apresentados como média + EPM. ECSp= Extrato
aquoso da casca do caule de Spondias purpurea. * P<0.05; ** P<0.001; *** P<0.0001
e **** P<0.00001 versus ECSp (0 ug.mL1). ##P<0,01 e ###P<0,001 versus grupo CT.

3.2.3 Fragmentacdo de DNA induzido por peroxido de hidrogénio e luz
ultravioleta

Diferentes concentracdes do ECSp (10-1.000 pg.mL?) foram capazes de
proteger o DNA plasmidial da fragmentacdo induzida pela exposicdo a H202+UV
(Figura 3). A partir de 50 pg.mL?, o ECSp foi capaz de prevenir a fragmentacéo do
DNA em 50%, sendo observado um efeito dose-dependente entre a concentracéao de
ECSp e a protecéo do DNA (Figura 3).
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Figura 3. Fragmentacdo de DNA plasmidial. A) Gel de agarose 1% e B) Determinacéo
do contetdo de DNA plasmidial apés a exposicdo ao H202 e UV. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. ECSp= Extrato aquoso da casca do caule de

Spondias purpurea. CT= controle e CTuv= Controle + ultravioleta. * P<0,05 versus
EPSp (0).

3.2.4 Determinacdo das atividades hemolitica, de inibicdo da hemolise
oxidativa induzida por AAPH e dosagem de MDA

Os eritrécitos incubados com diferentes concentracfes do antioxidante padréo
AA (5-100 pg.mL?) e do ECSp (5-1.000 pg.mLt) ndo sofreram hemoélise durante o
periodo avaliado (240 min). A hemdlise foi observada nas doses mais altas de AA,
500 e 1000 pg.mL* (Figura 4 A).

Eritrécitos incubados com AAPH apresentaram hemolise oxidativa de
aproximadamente 40%. O AA promoveu reducado da hemdlise oxidativa a partir da

concentragdo de 50 pg.mL. Contudo, na concentragéo de 1.000 pug.mL* o AA passou

(ng.mL™)
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a ser pro-oxidante (Figura 4B). O ECSp foi capaz de reduzir a hemolise oxidativa a
partir de 10 pg.mL1, promovendo reducéo de 26, 48, 65, 64 e 62% nas concentracdes
de 10, 50, 100, 500 e 1000 pg.mL%, respectivamente.

O MDA gerado pela peroxidacao lipidica nos eritrocitos tratados com AAPH foi
de 4.000 nmol.mL"* (Figura 4C). A incubacdo com AA reduziu o MDA gerado em 44,
43 e 66% nas concentracdes de 50, 100 e 500 pg.mL, respectivamente. A maior
concentragdo de AA (1.000 pug.mLt) promoveu elevacédo da concentragéo de MDA em
25% comparado ao grupo controle. Todas as concentragcbes do ECSp avaliadas
promoveram redugao na concentracado de MDA produzido, sendo de 37, 36, 56, 72 e
80% nas concentracdes de 10, 50, 100, 500 e 1.000 pg.mL?' de ECSp,

respectivamente.
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Figura 4: Hemodlise e conteudo de MDA em eritrécitos humanos avaliados apos 240
mim de tratamento. Atividade de AA ou ECSp em (A) hemodlise, (B) inibicdo da
hemolise induzida por AAPH e (C) conteudo de malondialdeido gerado no processo
de peroxidacdo lipidica induzida por AAPH. AA= Acido ascorbico; ECSp= Extrato
aguoso da casca do caule de Spondias purpurea. Os dados sdo expressos como
média = erro padrdo da média. *P<0.05, **P<0.001, **P<0.0001 e ****P<0.0001
comparados com o grupo CT.
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3.2.5 Estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio em PBMC

Os PBMC foram incubados na presenca ou auséncia de ECSp e ap6s 2 h
adicionado H202. A adicdo de H20: elevou o nivel de ROS nas PBMC em
aproximadamente 2 vezes, como demonstrado pela marcacgéo positiva para DCFH por
citometria de fluxo (Figura 5A). A incubacao das PBMC com diferentes concentragbes
do ECSp (5-100 pg.mL™?) promoveu a reducéo intensidade de fluorescéncia de DCFH
em todas as concentracdes avaliadas, sendo que 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio reduziram em células incubadas com 5, 10, 50 100 pg.mL' de ECSp
promoveram reducdo de 48, 60, 74 e 53% nos niveis de DCFH, respectivamente,
quando comparado ao grupo ECSP 0 (Figura 5B).
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Figura 5: Estresse oxidativo induzido por H202 em PBMC. A) Sobreposi¢cdo dos
gréaficos do tipo histograma representativos de cada condi¢ao de incubacao de células
marcadas com DCFH. B) Média da intensidade de fluorescéncia de células marcadas
DCFH incubadas com H202 e ECSp (0-100 pg.mL™?). ECSp= Extrato aquoso da casca
do caule de Spondias purpurea. Os dados sdo apresentados como média = EPM.
###P<0,0001 comparados ao grupo CT e *** P<0,001 comparados ao grupo ECSp (0).

3.3 Atividade antioxidante enzimética endoégena

No ensaio que avalia a atividade de SOD, foi observado que a atividade de SOD
basal foi de 21 %. Apés a adicdo de hidroxilamina atividade desta enzima foi reduzida
a 0,8%. O ECSp foi capaz de promover a reducdo NBT, o qual € determinado
indiretamente pela mudanca de cor no ensaio, promovendo um aumento na atividade
desta enzima em todas as concentracdes avaliadas (Figura 6 A). Quando avaliado a
atividade da catalase, observamos que o ECSp nas concentragdes de 500 e 1000
ug.mL1, promoveu uma redugéo na atividade desta enzima, quando comparado ao
grupo CT e H20:2 (figura 6 B). Todavia, observamos um aumento na disponibilidade

de GSH a partir da concentracdo de 10 pg.mL™* (figura 6 C).
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Figura 6. Atividade antioxidante enzimatica. (A) Atividade de superoxido dismutase;
(B) Atividade de catalase e (C) disponibilidade de glutationa reduzida. Os dados séo
expressos como média + erro padrao da média. # P<0.05 e ### P<0.0001 comparados
com o grupo Controle (CT), * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001 e **** P<0.001

comparados com o grupo ECSp (0).
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3.4 Animais

3.4.1 Toxicidade aguda

Os animais que receberam 2 e 5 g.Kg™* do ECSp por via oral ndo apresentaram
sinais de toxicidade ou mortalidade. Ndo foram observadas alteracbes na massa
corporal, ingesta alimentar e hidrica. Adicionalmente, observou-se aumento no figado
de 26 e 22% e reduc¢do nos niveis de plaquetas de 23 e 28% para 0s grupos 2 g.Kg~

1 e 5 g.Kg™1, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Toxicidade aguda: 6rgdos e parametros hematoldgicos de camundongos

fémeas tratadas com 2 e 5 g.Kg~* do ECSp por via oral.

Parametros Control 29.Kg™? 59.Kg~?
Figado (g.100 g'* MC) 4,030,07 2 5,07+0,25 P 4,96+0,18 b
Rim (g.100 g* MC) 1,12+0,04 2 1,11+0,06 2 1,12+0,03 2
Baco (g.100 gt MC) 0,31+0,02 2 0,320,022 0,300,022
Coracéo (g.100 g1 MC)  0,50+0,022 0,51+0,012 0,53+0,012
Pulmé&o (g.100 g* MC) 0,66+0,022 0,72+0,022 0,74+0,072
SN (g.100 gt MC) 1,79+0,05 2 1,92+0,05 2 1,72+0,07
Eritrécitos (108.uL™) 10,26+0,402 9,680,092 9,440,112
Hemoglobina (g.dLt) 14,22+0,472 13,82+0,152 13,40+0,232
Hematocrito (%) 56,46x+2,512 53,86+0,612 51,54+0,5942
VCM (fL) 54,98+0,51 2 55,62+0,42 54,60+0,31 2
HCM (pg) 13,860,122 14,260,112 14,18+0,13 2
CHCM (%) 25,22+0,302 25,680,052 26,000,162
RDW-SD (fL) 26,480,572 26,12+0,16 @ 25,84+0,4042
RDW-CV (%) 19,82+0,402 18,720,122 18,700,072
Plaqueta (103.uL") 919,00+244,00 2 706,20+34,86 P  661,00+31,26 "
Leucdcitos (103.uL™?) 2,06+0,252 4,83+0,41° 5,07+0,23"
Neutrofilo (%) 0,09+0,032 0,11+0,012 0,08+0,022
Linfocito (%) 1,98+0,24 2 4,71+0,40° 4,97+0,24 P
Monacito (%) 0,02+0,012 0,01+0,002 0,01+0,002
Eosinofilo (%) 0,00+0,00 2 0,00+0,00 @ 0,00+0,00 @
Basdfilo (%) 0,01+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002

Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média. Letras diferentes
significam diferenca estatistica entre os grupos com P<0,05.
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3.4.2 Atividades do ECSp sobre o metabolismo

A dieta hiperlipidica (HFD) administrada durante 120 d induziu aumento na
massa corporal dos animais em 47%, comparados aos animais alimentados com dieta
padrao (grupo Control) (Figura 7A). Apo6s 60 d de tratamento com agua (HFD-CT),
sinvastatina 30 mg.Kg* (HFD-Sinv) e ECSp 400 mg.Kg* (HFD-ECSp), foi observado
massa corporal e acumulo de tecido adiposo branco semelhantes entre os animais
alimentados com HFD, independentemente do tratamento (Figura 7A e 7B).
Adicionalmente, ndo foi observado alteracdo na ingestéo calorica entre os tratamentos
(Figura 7C). Contudo, os animais alimentados com HFD apresentaram uma menor
ingestdo de &gua quando comparados ao grupo Control (Figura 7D). Nao foram
observadas diferencas nas massas dos 6rgaos avaliados apés a eutanasia entre os

tratamentos (dados ndo apresentados).
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Figura 7. (A) Evolugdo da massa corporal, (B) somatoério dos depositos de tecido
adiposo branco, (C) ingestéao calorica e (D) consumo de agua de animais alimentados
com HFD durante 180 dias. Entre os dias 120 e 180 com agua (HFD-CT), Sinvastatina
(30 mg.Kg! de massa corporal, HFD-Sinv) ou ECSp (400 mg.Kg* de massa corporal,
HFD-ECSp). Um grupo de animais foi tratado por igual periodo com dieta controle e
agua (Control). *P<0.001, ***P<0.0001 e ***P<0.0001 comparado com O grupo

Control.
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Em relacdo a dieta controle, os animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram aumento de 35, 30 e 73% nos niveis séricos de colesterol, triglicerideos
e glicemia, respectivamente. Comparados aos animais do grupo HFD-CT, o
tratamento com sinvastatina e com o ECSp reduziu o nivel de colesterol em 17 e 16%,
respectivamente. Os niveis séricos de triglicerideos e glicose néo diferiram entre os
grupos avaliados. Nao foram observadas alteracdes nos niveis séricos de AST entre
todos os grupos avaliados. O nivel sérico da enzima hepatica ALT apresentou uma
elevacédo de 188% quando compararmos Control e HFD-CT. Os tratamentos HFD-

Sinv e HFD-ECSp reduziram os niveis séricos de ALT.

Tabela 3. Massa corporal e parametros bioquimicos de camundongos alimentados
com dieta controle (Control-agua), dieta hipercalérica (HFD-CT), dieta hipercalorica e
sinvastatina (HFD-Sinv, 30 mg.Kg? MC), e dieta hipercalérica e Spondias purpurea
(HFD-ECSp, 400 mg.Kg* MC).

Control HFD-CT HFD-Sinv HFD-ECSp
Parametros g-100g7* g-100g™ g-100g™ g-100g™
Colesterol (mg.dL™?) 161,6+1,62 218,4+17,7° 181,4+4,62 182,7+3,32
Triglicerideos (mg.dL?Y)  171,1+#6,3%  221,8+11,5° 185,4+3,4% 197,0+10,2%
Glicemia (mg.dL™) 82,5+2,62 143,0#5,6° 149,645,9° 134,3+7,4°
AST (U.L?) 82,8+5,62 71,5+6,82 76,3+8,62 62,5+4,52
ALT (U.LD 24,943,342 71,8+8,9° 54+10,72° 40,618,92

Os dados séo apresentados como média + erro padrao da média. Letras diferentes

significam diferenca estatistica entre os grupos com P<0,05.

Com excec¢ao dos olhos, observamos que a HFD aumentou os niveis de MDA em
todos os 6rgaos avaliados (Figura 6), sendo observado um aumento de 50, 224, 157
e 84% nos niveis de MDA no sistema nervoso, rins, figado e coracgéo, respectivamente
(Tabela 4). Observamos ainda que o ECSp foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de MDA de todos os tecidos avaliados, com excecdo dos olhos. Em

comparacao com HFD-CT, o nivel de MDA no coracéo, figado, rim e sistema nervoso
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reduziram 46%, 67% 61% e 72%, respectivamente (Figura 6). O tratamento HFD-Siv

nao foi eficiente na redugcdo de MDA sistema nervoso.
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Figura 6. Dosagem de MDA (nmol.mL') nos diferentes 6rgdos de camundongos
alimentados com HFD. *P<0.05, **P<0.001, **P<0.0001 e ****P<0.0001 versus grupo
Control. #¥P<0.001 e *#P<0.0001 versus grupo HFD.

4 Discusséo

Durante o estabelecimento do quadro de estresse oxidativo, as espécies reativas
promovem danos aos componentes celulares. Esse efeito deletério pode causar o
desenvolvimento de diversas doencas como obesidade, dislipidemias, diabetes e
cancer [1-4]. Assim, é crescente a busca por plantas ou compostos que possam ser
utilizados como alternativas naturais para o tratamento dessas doencas.

Nas cascas do caule de S. purpurea foram identificados diversos compostos com
atividade antioxidante como: di-O-hexosideo, &cido hidroxicitrico, &cido citrico, acido
galico, catequina, galocatequina, epigalocatequina, galato de (epi)galocatequina e
acido elagico. Alguns compostos ja foram descritos em diferentes partes de S.
purpurea. O composto epigalocatequina foi descrito presente nas folhas [17], bem
como, acido galico, derivados de campeferol e derivados de quercetina foram
descritos para as cascas do fruto de S. purpurea [18]. Sendo que esses compostos
apresentam atividade antioxidante, através da eliminacdo das EROs ou através da
modulagdo de enzimas antioxidantes [19-21].

A atividade antioxidante do ECSp foi avaliada in vitro através dos ensaios de

captura de radicais livres, ABTS e DPPH e ensaios de protecdo a macromoléculas
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contra agentes oxidantes. Nos ensaios de ABTS e DPPH o ECSp se mostrou t&o
eficiente quanto os compostos isolados AA e BHT. A agao antioxidante observada no
ECSp corrobora com dados atribuidos ao género Spondias, como a atividade
antioxidante nas cascas de S. pinnata, em frutos de S. purpurea, S. tuberosa e S.
dulcis, e nas folhas de S. purpurea e S. dulcis [12,17,22-24].

As EROs séo capazes de promoverem oxidacdo de proteinas, DNA e lipideos
[25—-27]. Adicionalmente, o ECSp foi capaz de impedir a oxidacdo de proteinas e a
fragmentacdo de DNA causada por agentes oxidantes. Esse efeito protetor pode ser
atribuido as classes de compostos presentes no ECSp, uma vez que, fendis totais e
flavonoides de sdo capazes de prevenir danos oxidativo in vitro e in vivo [28-30].

Devido a sua suscetibilidade a oxidacéo, os eritrocitos tém sido utilizados como
modelo celular para investigar danos oxidativos nas membranas biologicas. O
processo de oxidagdo dos lipideos de membrana, causadas pelas EROs, pode levar
aformacao de MDA, que tem sido associada a uma variedade de eventos patologicos.
Os resultados demonstraram que o ECSp nédo possui propriedades hemoliticas, além
de ser capaz de prevenir a hemolise oxidativa e a peroxidacao lipidica induzida por
AAPH. A capacidade do ECSp em reduzir o subproduto da peroxidacao lipidica, MDA,
corrobora com a reducdo de MDA descrito para o figado de animais diabéticos
tratados com S. tuberosa [9].

Adicionalmente, PBMC foram utilizados para avaliar efeitos citoprotetores do
ECSp. Nesse ensaio, o0 ECSp foi capaz de diminuir a producéo intracelular de EROs
em PBMC. Demonstrando que ECSp possui efeitos citoprotetores, atuando na
membrana celular, além de diminuir a produc¢do intracelular de EROs.

Para combater o excesso de EROs, o organismo dispbe de sistema
antioxidantes enzimaticos composto por trés enzimas. A enzima SOD € a primeira
linha de defesa celular contra os danos das EROs. Esta enzima é responséavel por
converter superéxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio. Em nosso estudo, foi
possivel observar um aumento na atividade da enzima SOD apdés a incubacao com o
ECSp. A segunda enzima do sistema antioxidante € a CAT, responsavel por converter
o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio [33]. O ECSp foi capaz de reduzir a
atividade da enzima catalase nas concentragées de 500 e 1000 puL/mL* apds cinco
minutos. Nossos resultados corroboram com os dados descritos para casca do caule
de S. tuberosa, a qual foi capaz de aumentar a atividade de superéxido dismutase e

catalase [9].
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A terceira enzima do sistema antioxidante € a GPx, que converte peroxido de
hidrogénio em agua, utilizando nesse processo duas moléculas de GSH, gerando uma
de GSSH [34]. Nesse estudo avaliamos a disponibilidade de GSH. A GSH funciona
como um substrato e um cofator para a atividade desta enzima. Quando incubados
com ECSp, ndo foi observado alteragcdes na disponibilidade de GSH. Essas acdes
antioxidantes observadas in vitro podem ser atribuidos aos constituintes quimicos
encontrados no ECSp.

O estresse oxidativo pode ocorrer em resposta a dieta hipercalérica em
individuos obesos, dislipidémicos, diabéticos, bem como com sindrome metabdlica
[35,36]. Este quadro ocorre elevada taxa de peroxidacao lipidica, com consequéncia
sobre o desenvolvimento de dislipidemias e agravo do quadro de obesidade. Além
disso, a obesidade pode aumentar a lipoperoxidacdo miocardica [37,38]. Assim,
avaliamos o potencial do ECSp na protecdo oxidativa em animais obesos apés
exposicdo a dieta hiperlipidica e seu pontencial em atuar sobre as dislipidemias. Vale
ressaltar que o modelo foi validado, pois a dieta hiperlipidica induziu nos animais do
grupo HFD os sinais classicos da sindrome metabdlica- obesidade (aumento da
massa corporal total e da massa gorda), hiperglicemia e hiperlipidemia, que se
correlacionou com aumento de MDA nos tecidos.

A administracdo do ECSp foi capaz de prevenir a peroxidagdo lipidica no
coracdo, figado e rim, bem como reduzi-la no sistema nervoso e olhos. Os resultados
demonstraram a capacidade do ECSp em prevenir e reduzir os danos oxidativo em
orgaos-vitais. Os resultados in vitro corroboraram as propriedades farmacolégicas
observadas para os animais com sindrome metabdlica tratados com o ECSp.

O ECS também demonstrou efeito o anti-hiperlipidémico pela reducédo de
colesterol, de forma semelhante ao do medicamento comercial sinvastatina. Esse
resultado pode resultar da agdo sinérgica dos varios compostos presentes no ECSp,
dentre eles a catequina e seus derivados. Os compostos epigalocatequina-3-galato e
(-) — epigalocatequina efetivos na promocao da reducdo de colesterol através da
inibicdo da sintese de hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMGR) [39,40].

A auséncia de mortalidade e sinais de toxicidade apds a administracao de altas
doses do ECSp em modelo animal corroborou os dados observados para a casca do
caule de S. tuberosa [41], estimulando a avaliacdo clinico de suas propriedades
farmacoldgicas. Além disso, a administracdo do ECSp promoveu uma reducao nos

niveis de plaguetas, esse resultado pode indicar um possivel efeito antitrombolitico do
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ECSp, uma vez que outras espécies do género Spondias como S. dulcis e S. pinnata

apresentaram essa propriedade farmacologica [23,42].

Conclusao

No ECSp foran identificados diferentes compostos quimicos, corroborando com
acOes farmacoldgicas relatadas neste estudo, tais como propriedades antioxidante e
anti-hipercolesterolémica. Além disso, 0 ECSp apresentou efeitos antioxidantes in
vitro, como a protecdo de macromoléculas contra diferentes espécies reativas. Os
ensaios in vivo demonstraram que os efeitos antioxidantes observados anteriormente
sao reproduzidos em modelo animal, contribuindo com a reducédo dos niveis de MDA

em diversos 6rgaos, além de apresentar propriedades anti-hipercolesterolémicas.
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Apresentagéo do Projeto:

Introducao

As plantas tém sido usadas como fonte medicinal para prevenir e tratar diversos tipos de doencas, e isso
acontece devido as plantas produzirem

varios metabolitos e, os metabolitos secundarios, tem se destacado devido apresentarem muitas atividades
biologicas, dentre as quais encontram as

atividades antioxidantes e as anticoagulantes (FELIX-SILVA et al., 2014).

Os antioxidantes atuam no equilibrio entre a formagéo dos compostos oxidantes e a atuacao do sistema de
defesa antioxidante do organismo.

Quando em excesso, as espécies reativas, cuja producao acontece naturalmente durante o metabolismo
celular, produgéo de energia ou quando

ocorre alguma disfungéo bioldgica (BARREIROS et al., 2006), causam efeitos prejudiciais ao organismo,
como peroxidacédo dos lipideos de

membrana, danos as proteinas, enzimas e DNA, desencadeando o surgimento de diversas
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doengas, como

cancer, envelhecimento precoce,

disfunc¢des cognitivas, neurodegenerativas, quadro de sindrome metabdlica, doengas cardiovasculares,
além disso, pode também, causar

alteragcGes hemostatica (HALLIWELL et al., 1992; SILVA et al., 2011, Cedrim et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que extratos de planta apresentam potencial antioxidante, além de melhorar o
quadro de sindrome metabdlica,

adicionalmente, os metabolitos secundarios, como as saponinas e 0os compostos fendlicos, podem inibir a
adesdo, agregacao e secrec¢do plaquetaria

atuando como antitrombofilicos além de apresentarem potencial antioxidante (GUGLIELMONE et al., 2005;
SHI et al., 2012, Casagrande et al.,

2014, Antunes et al 2017). Outro constituinte descrito com potencial antioxidante e capaz de inibir a ativagédo
de plagquetas € o kampferol (CHOI et

al., 2015). Além disso, estudos apontam que antioxidantes como flavondéis, flavonas e lignanas tem sido
capaz de melhorar o quadro de doencas

cardiovasculares, além de algumas flavonas estarem sendo descritas com potencial antiagregante, inibindo
a atividade da enzima COX1,

responsavel pela homeostasia (SILVA et al., 2002; ARTS e HOLLMAN., 2005).

S&o considerados doengas cardiovasculares as doencas que afetam a funcdo do coragéo e dos vasos
sanguineos. Adicionalmente, as doencas que

acometem o sistema circulatério sao as principais causas de mortalidade e morbidade no mundo e geram
grandes despesas aos paises, principalmente pela grande quantidade de medicamentos para o tratamento
das mesmas (WHO, 2004).

com atividades antitrombética, anticoagulante e antiplaquetaria que séo necessarios para o
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tratamento

dessas doencas (PAWLACZYK et al., 2011;

SHI et al., 2012; SALU et al., 2014). Dentre os eventos tromboéticos mais importantes estéo o infarto agudo
do miocérdio, o acidente vascular

cerebral, a isquemia transitdria e a doenca arterial obstrutiva periférica (LIMA et al., 2006). Porém, os
tratamentos com drogas antitrombofilicas

podem trazer efeitos adversos aos pacientes, como hemorragias e imunossupressao. Esta e outras
desvantagens nos tratamentos com drogas

anticoagulantes acabam incentivando a busca por novas opcdes terapéuticas (ALVARENGA et al., 2011;
OSTROWSKI et al., 2014) e plantas

medicinais tém sido, a primeira fonte de moléculas anticoagulantes e antitromboticas (FELIX-SILVA et al.,
2014).

Uma planta promissora é a Spondias purpurea, a qual pertence a familia Anacardiaceae e ao género
Spondias. Espécies deste género sao

utilizadas popularmente para diversos fins e algumas apresentam diversos potencias biolégicos
comprovados, um exemplo é a Spondias mangifera utilizadas como antibacteriana, antidiarreica (ARIF et al.,
2008). A espécie Spondia dulcis é utilizada para

diversos fins, onde as cascas dos frutos

sdo utilizadas como adstringente, antidiarreica e no tratamento de infec¢des oculares (RAHMATULLAH et
al., 2009), a fruta é utilizada para o

tratamento de ulceras, dores de garganta e inflamacdes além de apresentar potencial antioxidante,
antitrombético e antimicrobiano sem efeitos

toxicos (ISLAM et al., 2013).

Dentre as espécies do género Spondias encontra-se a Spondias purpurea L. e estudos demonstraram que
nas cascas da fruta desta espécie ja

foram identificados &cidos fendlicos e flavonol-o-glicosilados, totalizando 21 compostos, dentre
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esses, Oglicosideos de quercetina, canferol,

canferideo e raminetina (ENGELS et al., 2012). Sendo que esses compostos estdo relacionados a um
possivel potencial antioxidante. No entanto

ainda ndo foram avaliadas as atividades antioxidantes, tampouco atividade trombolitica, sendo que esses
guadros sao responsaveis por diversos

6bitos no mundo e atualmente, os medicamentos utilizados nos tratamentos destas doencas apresentam
efeitos colaterais como hemorragias, no

caso dos medicamentos antitromboliticos (ISLAM et al., 2013). Spondias purpurea pertence a familia
Anacardiaceae e € conhecida pela importancia

econdmica, sendo utilizado para producédo de geleias, sorvetes, entre outros. Considerando que as plantas
apresentam uma importante fonte

terapeutica, usados para diferentes fins biologicos, a avaliagcdo do potencial de Spondias purpurea torna-se
extremamente relevante

2. Hipotese

Doengas cardiovasculares sdo uma das principais causas de morte no mundo e incluem acidentes
vasculares por obstrugdo de vasos. A obstrucéo

pode ser ocasionada por trombos, 0s quais em alguns casos podem ser dissolvidos por medicamentos e
assim, reduzindo as consequéncias do

acidente vascular bem como o risco de ocorréncia de um novo acidente vascular. Atividade antifibrinolitica
tem sido relatada para algumas espécies

do género Spondias. Portanto, buscamos avaliar o potencial antitrombotico de Spondias purpurea.

3. Metodologia do Projeto

Ensaio de prote¢do contra hemolise oxidativa indizida por 2,2'- azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH)
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Preparacao de suspensdes de eritrocitos: Serdo coletados 15 mL de sangue periférico de doadores
saudaveis. O sangue sera centrifugado a 2000

g, o plasma e a camada leucocitaria serdo descartados. Os eritrocitos seréo lavados trés vezes em NaCl 0,9
% e, apos as lavagens, sera preparada

suspensao de eritrécitos a 10 % em NaCl 0,9 %.

- Ensaio de hemodlise e inibicdo da hemodlise oxidativa: A capacidade hemolitica e inibicdo da hemdlise
oxidativa do extrato serd determinada

seguindo método descrito por Campos et al. (2014), com modificagdes. Os ensaios serao realizados com
suspensdes de eritrocitos 10 %. Os

eritrécitos serdo pré-incubados a 37 °C, durante 30 min em tubos de ensaio na presenca de diferentes
concentracdes de acido ascorbico ou

extrato (50-500 g.mL-1). Posteriormente sera adicionado NaCl 0,9 % ou 2,2'- azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) 50 mM, para

avaliar a capacidade hemolitica e inibicdo da hemdlise oxidativa, respectivamente. As amostras
permanecerdo a 37 °C durante 240 min, com

agitacao periddica. O etanol sera utilizado como controle do solvente na concentracao final de 0,8 %. A
porcentagem de hemdlise sera determinada

através da mensuracgdo da absorbancia a 540 nm, pela equacéo descrita a seguir. Serado realizados trés
experimentos independentes em duplicata

Atividade antitrombofilica in vitro

Sera avaliada através da lise de coagulos pré formados apartir de sangue humano. Para este ensaio,
sangue venoso de voluntarios saudaveis (n =

10), serdo transferidos para microtubos esteril préviamente pesados (500 pl/microtubo), estes serdo
incubados a 37 °C durante 45 minutos. Apds a
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formacgé&o do coagulo, o soro serd removido completamente (sem perturbar o codgulo formado) e cada
microtubo sera novamente pesado para

determinar o peso do coagulo. Em cada microtubo sera adicionado 100 pl da amostra avaliada
(estreptoquinase o agua seréo utilizadas como

controle possitivo ou negativo, respectivamente). Todos os tubos serdo novamente incubados a 37 °C
durante 90 minutos e observado a lise do

coagulo. Apés a incubacéao, o fluido liberado serd removido e os tubos pesados novamente para observar a
diferenca de peso apos a interrupgéo do

coagulo. A diferenca obtida no peso antes e apéds a lise do codgulo sera expresso como percentagem de
lise de coagulos

4. Metodologia de Andlise de Dados

Todos os resultados obtidos serdo expressos como média + erro padrao da média, com auxilio do programa
GraphPad Prism 7.0

5.Critério de Inclusdo e Exclusédo

Critério de Incluséo:

Serdao incluidos adultos saudaveis, com faixa etaria entre 18 e 40 anos,alimentados, ndo fumantes e que
ndo fazem uso de medicamentos de uso

continuo

Critério de Excluséo:

Serdo excluidos pessoas ndo saudaveis, menores de 18 anos, pessoas que

fizeram uso de bebida alcodlica e aqueles que fazem uso de medicamentos de uso

continuo, tais como anticoncepcional e anticoagulante

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o potencial biolégico de Spondias purpurea L.
Objetivo Secundario:

« Avaliar a composicao centesimal e o teor de acido ascorbico
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* Avaliar a capacidade antioxidante: Teor de compostos antioxidantes e a atividade antioxidante
« Avaliar o potencial antitrombofilico: Antiagregante plaquetério, Antifibrinolitico e anttrombético

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta das amostras de sangue sera realizada por profissional qualificado, farmacéutico com
especializacdo em analises clinicas, no entanto,

durante o processo de coleta o doador voluntario podera apresentar dor, hipotenséo, nauseas e injuria
vascular, caso isso ocorra o procedimento

serd interrompido

Beneficios:

Os resultados deverdo originar trabalhos de doutorado e iniciagao cientifica que ser&o publicados como
artigos cientificos em revistas internacionais

e os resultados parciais serdo apresentados em eventos cientificos e tecnolégicos. Com a execucéo da
proposta espera-se:

- Cientificamente:

Espera-se que a administracéo dos extratos nos animais, promova a reducéo da agregacao plaquetéria.
Espera-se que a administracdo dos extratos nos animais, promova a reducédo da atividade fibrinolitica.
Espera-se que a administracdo dos extratos promova a melhora nos paramétros avaliados no quadro de
sindrome metabdlica Intelectualmente:

Ampliar e aprimorar a producéo cientifica do grupo de pesquisa envolvido através do desenvolvimento de
pesquisas especializadas com previsao

de, no minimo, 2 artigos cientificos de nivel internacional até o final do projeto.

Divulgar os resultados em eventos cientificos.

Formacéao de recursos humanos: Formacdo de 01 doutor em Ciéncias da Saude.

- Beneficios & sociedade

Obter produtos que contribuam com o a salde e o bem-estar das pessoas.
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Estabelecer bases técnico-cientificas para conhecer novos compostos de atividades terapéuticas relevantes.
Aumentar op¢des de tecnoldgicas para a otimizacdo de produtos elaborados na indUstria de cosméticos,
farmacéutica e alimenticia.

- Ambientais

Favorecer o incentivo da preservagdo da espécie em estudo e incentivar seu uso sustentavel.

Bioprospectar novas alternativas e melhores técnicas de uso e manejo da Spondias purpurea

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:

Serdo coletados casca do caule, folhas e frutos de Spondias purpurea, a casca do caule e as folhas seréo
submetidas a

secagem em estufa, moidas, preparado os extratos, liofilizados e armazenados em freezer. Os frutos serdo
submetidos a sanitizag&o, despolpados

congelados, liofilizados, preparado extrato, liofilizado e mantido em freezer. Estdo previstas as seguintes
avaliacbes: Antioxidante, antitrombofilico,

sindrome metabdlica e toxicidade. A avaliagdo antioxidante sera realizada através da quantificagédo dos
compostos fenolicos, captura dos radicais

livres ABTS e DPPH, protecdo contra hemdlise oxidativa induzida por AAPH e inibicdo da peroxidacao
lipidica.

A Atividade antitrombofilica sera realizada através dos ensaios de in vitro e in vivo. In vitro através dos
ensaios de lise de coagulo, atividade

fibrinolitica e antiplaquetaria. No ensaio in vivo, serdo utilizados 50 animais machos os quais seréo divididos
e tratados por gavavem durante 14 dias

com: a) 400 mg/kg de extrato aquoso da polpa de S. purpurea (n=10); b) 400 mg/kg de extrato aquoso da
casca do caule de S. purpurea (n=10); ¢)
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400 mg/kg de extrato aquoso de folhas de S. purpurea (n=10); d) 100 mg/kg de acido acetil

salicilico (AAS) (n=10); e) Agua (n=10). No primeiro dia

de tratamento serd realizado o tempo de sangrameto e apés os 14 dias de tratamento 0s animais serédo
eutanasiados e realizado o teste de tempo

de protrombina e o teste de tempo de tromboplastina parcial ativada

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Vide “Conclus6es ou Pendéncias ou Lista de Inadequagbes”

Recomendagdes:
Vide “ConclusBes ou Pendéncias ou Lista de Inadequac¢des”

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha obices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o CEP/UFGD, de acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS n° 510 de
2016, na Resolucdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacdo deste protocolo de Pesquisa em virtude do(a) pesquisador(a) ter atendido as
recomendacdes do parecer n. 3.375.505.

Conforme orientacdes das resolucdes vigentes que regem a ética em pesquisa com seres humanos:

* 0 pesquisador deve comunicar qualquer evento adverso imediatamente ao Sistema CEP/CONEP;

* 0 pesquisador deve apresentar relatorio parcial e final ao Sistema CEP/CONEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informag6ées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 11/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1252150.pdf 09:57:53
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 11/06/2019 |KATIA AVILA Aceito
Brochura 09:56:06 |[ANTUNES
Investigador
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 11/06/2019 |KATIA AVILA Aceito
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Assentimento / TCLE.pdf 09:54:58 |ANTUNES Aceito

Justificativa de

Auséncia

Outros Termo_de_compromisso.pdf 07/05/2019 |KATIA AVILA Aceito
15:16:37  |ANTUNES

Cronograma Cronograma.pdf 07/05/2019 |KATIA AVILA Aceito
15:15:58 [ANTUNES

Declaracéo de Declaracao_de_Compromisso.pdf 07/05/2019 |KATIA AVILA Aceito

Pesquisadores 15:15:36 _ |ANTUNES

Declaracao de Infraestrutura.pdf 07/05/2019 |KATIA AVILA Aceito

Instituicdo e 15:14:56 |ANTUNES

Infraestrutura

Orgcamento orcamento.pdf 06/11/2018 |KATIA AVILA Aceito
11:17:37 | ANTUNES

Outros resol_aprov.pdf 06/11/2018 |KATIA AVILA Aceito
11:16:54 | ANTUNES

Folha de Rosto FDR.pdf 06/11/2018 |KATIA AVILA Aceito
11:15:55 |ANTUNES

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: MS
Telefone:

DOURADOS, 01 de Agosto de 2019

Municipio:

(67)3410-2853

Rua Melvin Jones, 940
Jardim América

DOURADOS

Assinado por:

CEP: 79.803-010

E-mail:

Leonardo Ribeiro Martins
(Coordenador(a))

cep@ufgd.edu.br

Pagina 10 de 10




	946173c5e88254ac4ce6a0f10b0399f89fabdb3755fa35179673332d7bc5e087.pdf
	946173c5e88254ac4ce6a0f10b0399f89fabdb3755fa35179673332d7bc5e087.pdf
	946173c5e88254ac4ce6a0f10b0399f89fabdb3755fa35179673332d7bc5e087.pdf
	946173c5e88254ac4ce6a0f10b0399f89fabdb3755fa35179673332d7bc5e087.pdf
	946173c5e88254ac4ce6a0f10b0399f89fabdb3755fa35179673332d7bc5e087.pdf

