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RESUMO

Introducéo: Entre plantas da biodiversidade brasileira destaca-se a Leandra australis
(L. australis), que possui potencialidades quimicas e nenhum estudo foi conduzido
com fins de prospeccao tecnoldgica desta espécie. Objetivo: Caracterizar botanica e
guimicamente os frutos da espécie Leandra australis e avaliar o efeito da
administrac@o preventiva destes sobre peso corporal, parametros inflamatérios e de
estresse oxidativo em modelo animal de obesidade. Materiais e Métodos: A L. australis
foi coletada e caracterizada por botanico da UNISUL. Os frutos foram liofilizados
(FLLA) e caracterizados quimicamente em termos de substancias totais extraiveis,
perfil cromatogréfico, polifendis totais, antocianinas totais, cinzas totais e insollveis
em &cido e teor de acUcares redutores (TAR). Os FLLA foram administrados em
camundongos submetidos ao modelo animal de obesidade. Foram avaliados os
efeitos sobre o0 peso total, de estruturas corporais, dano a lipidios e proteinas e defesa
antioxidante em modelo animal de obesidade. Resultados: Uma exsicata L. australis
identificada e confirmada por botanico da UNISUL foi depositada no Herbario Laélia
purpurata sob o nimero SRS 773. A quantidade de STE em etanol, agua e etanol 80%
acidificado foi de 43,3, 47,3 e 34,4 % respectivamente. No perfil cromatografico foi
identificado antocianina CYN-3-GLU e mais 2 antocianinas, rutina e o 4cido galico. O
FLLA apresentou 44,2 mg/g de PT; 3,12 mg/g de AT; 3,3 % de cinzas totais; 0,4 % de
cinzas insoluveis em acido cloridrico e 33 % de TAR. Em modelo animal de obesidade
foi observado aumento no peso corporal, gordura mesentérica, figado e baco do grupo
controle obeso. O consumo diario de FLLA proporcionou a manutencdo normal do
peso do figado e do bago de animais obesos. Os animais submetidos a dieta
hiperlipidica apresentaram aumento nos danos a lipidios e proteinas, tanto na gordura
mesentérica quanto no figado. O consumo de FLLA proporcionou reducdo destes
danos nos animais obesos. Conclusdo: Os FLLA possuem quantidade de polifendis e
antocianinas semelhantes a de outros berries. Em modelo animal de obesidade a
administracdo constante de FLLA foi capaz de proteger o figado de uma possivel
esteatose, assim como reduziu danos oxidativos gerados pela obesidade.

Palavras-chave: Fruto brasileiro; berrie; antocianinas; polifendis; obesidade.



ABSTRACT
Introduction: This dissertation presents the studies developed from the Leandra
australis plant among the Brazilian biodiversity, which has chemical potential and no
studies were conducted for the purpose of technological prospection of this species.
Objective: To characterize the botanical and chemical characteristics of L. australis
fruits and evaluate the effect of the preventive administration of these on body weight,
inflammatory parameters and oxidative stress in an obesity animal model.
Materials and Methods: Leandra australis was collected and characterized by UNISUL
botanist. The fruits were lyophilized and characterized chemically in terms of total
extractable substances, CCD chromatographic profile, total polyphenols, total
anthocyanins, total ash and acid insoluble and reducing sugar content (TAR). FLLA
were administered in mice submitted to an animal model of obesity. The effects on
body weight, body structure, lipid and protein damage and antioxidant defense in an
obesity animal model were evaluated.
Results: A L. selustris exsicata identified and confirmed by UNISUL botanist was
deposited in the Laelia purpurata herbarium under the number SRS 773. The amount
of STE in ethanol, water and 80% acidified ethanol was 43.3, 47.3% and 34.4%
respectively. In the chromatographic profile, anthocyanin CYN-3-GLU and 2
unidentified anthocyanins, rutin and gallic acid were identified. FLLA had 44.2 mg /g
PT; 3.12 mg/ g AT; 3.3% of total ash; 0.4% ash insoluble in hydrochloric acid and 33%
TAR. In an animal model of obesity, an increase in body weight, mesenteric fat, liver
and spleen was observed in the obese control group. Daily consumption of FLLA
provided normal maintenance of the liver and spleen weight of obese animals. The
animals submitted to a hyperlipid diet presented increased lipid and protein damage in
both mesenteric and liver fat. FLLA consumption provided these damages in obese
animals.
Conclusion: FLLAs have similar amounts of polyphenols and anthocyanins as other
berries. In an animal model of obesity the constant administration of FLLA was able to
protect the liver from possible steatosis, as well as reduced oxidative damage

generated by obesity.

Keywords: Leandra australis; obesity; anthocyanins; polyphenols.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o0 aumento na expectativa de vida, somado a diminui¢ao
da prética de atividades fisicas e aumento da ingestdo de alimentos com alta
densidade caldrica elevaram os indices de obesidade tornando-a um sério problema
de salide publica mundial®. Estudos realizados com objetivo de mapear os indices de
obesidade brasileira demonstraram que mais da metade da populacdo esta acima do
peso ou obesa, condicdo semelhante ao que ocorre na maioria dos paises?.

O desequilibrio energético presente na obesidade resulta no armazenamento
excessivo de triacilglicerol® em células denominadas adipécitos, que formam o tecido
adiposo branco*. O aumento deste tecido eleva a producdo de citocinas pro-
inflamatérias®, caracterizando a obesidade como uma inflamagéo crénica de baixo
grau®. Os niveis destas citocinas também encontram-se elevados no cérebro de
animais submetidos a dieta hiperlipidica’ ocasionando alteracées (como
comprometimento cognitivo e a deméncia)?, principalmente no hipotadlamo®, que esta
associado ao centro da saciedade’.

Cada vez mais a diversidade biol6gica é reconhecida como um dos principais
elementos no desenvolvimento e bem-estar da humanidade e grande responsavel
pelo equilibrio ambiental global®. Apenas uma pequena parte de seus componentes
foi devidamente estudada e as vantagens oferecidas por eles néo estédo
completamente conhecidas. Sua capacidade de gerar impactos socioecondmicos
positivos, como matéria-prima para diferentes areas, vem, com frequéncia,
despertando interesse principalmente na industria farmacéutica®1°.

Dentre as varias substancias existentes em produtos de origem vegetal que
tem demonstrado potencial para prevenir os danos gerados pela obesidade, como
diminuicdo da presséao arterial, da glicemia e as dislipidemias, e, também na reducéo
da absorcdo e acumulo de gordura, estdo os compostos fendlicos, mais
especificamente as antocianinas!!. Estas substancias presentes nas plantas, porém,
com composicdo e em quantidades distintas, tem comprovado uma variedade de
efeitos bioldgicos'** como reducdo da lipogénese!®>6, antioxidantel’'® e anti-
inflamatérial®, fato que as torna substrato para desenvolvimento de produtos para a
prevencao e o tratamento da obesidade.

Uma planta da biodiversidade brasileira com potencial para o desenvolvimento

de novos produtos farmacéuticos € a Leandra australis (L. australis). Esta espécie,
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gue pertence a familia Melastomataceae destaca-se pela presenca de flavonoides,
taninos hidrolisaveis e principalmente antocianinas?°?%, Caracteriza-se como pioneira
(ou primaria) por possuir um alto percentual de adaptacdo em ocupacgfes de areas
que, por algum motivo, a vegetacao original foi profundamente alterada e também por
apresentar uma baixa exigéncia nutricional para sobreviver, favorecendo sua
adaptacdo e cultivo nos mais diversos tipos de solo?>. Mesmo com estas
potencialidades quimicas e agrondmicas, até o momento, nenhum estudo foi
conduzido com fins de prospeccéo tecnoldgica desta planta??>-24,

Frente as alegacfes expostas de potencialidade para cultivo da espécie L.
australis, levando-se em consideracdo marcadores quimicos como as antocianinas e
o grande problema de saude mundial que é a obesidade, estudar alternativas para
prevencao e tratamento desta doenca é de extrema importancia para a sociedade.
Assim, este estudo pretende caracterizar botanica e quimicamente os frutos da

espécie L. australis, como também avaliar seu efeito em modelo animal de obesidade.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

Obesidade é uma doenca crbnica caracterizada pelo excesso de gordura
corporal, que causa prejuizos a satde do individuo?® e pode ser avaliada pelo indice
de Massa Corporal (IMC) igual ou superior 30 kg/m?, calculado a partir do peso
corporal em quilos dividido pelo quadrado da altura em metros?®. Apesar de ser um
método muito utilizado, o IMC ndo é capaz de distinguir massa gorda (gordura) de
massa magra (musculo). Para o diagnostico da obesidade é necessario a utilizacao
de outros métodos concomitantes ao IMC?%, como por exemplo, medida da
circunferéncia abdominal e relacéo circunferéncia abdominal/quadril, que sé@o de baixo
custo e facil acesso?’. Nos Quadros 1 e 2 estdo descritos os pontos de corte para

estes métodos.
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Quadro 1 - Pontos de corte para classificacdo do estado nutricional pelo IMC

indice de massa corporal (IMC)
IMC (kg/m?2) Classificacao
<185 Baixo peso
155-24,9 Peso normal
<25 Sobrepeso
25,0-29,9 Pré-obeso
30,0-34,9 Obeso grau |
35,0-39,9 Obeso grau Il
= 40,0 Obeso grau I

Fonte: ABESO, 201625.

Quadro 2 - Pontos de corte para circunferéncia abdominal e para relacao

circunferéncia abdominal/quadril.
Circunferéncia abdominal (cm)

Risco de complicacéo

' Homens Mulheres
metabodlica
Aumentado =94 =80
Aumentado
<102 <88

substancialmente

Relacao circunferéncia abdominal / quadril

Risco de comorbidades Homens Mulheres
Ponto de corte < 0,90 < 0,85
Fonte: ABESO, 20162,

Em 2006, cerca de 47% das pessoas apresentaram excesso de peso,
aproximadamente 82 milhdes de pessoas, sendo 38,5% no sexo feminino e 47,5% no
sexo masculino, sendo que, com o avanco da idade (superior a 55 anos), a prevaléncia
de obesos para 62,4%?2. Na Ultima pesquisa realizada pela VIGITEL, cerca de 53,8%
dos brasileiros estavam acima do peso e que percentual de obesos cresceu cerca de
60% nos Ultimos 10 anos?.

A obesidade interfere na qualidade de vida e é um forte fator de risco para o
desenvolvimento das doengas crbnicas ndo transmissiveis que afetam

significativamente as taxas de morbidade e mortalidade no Brasil*°Em 2007, 72% das
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mortes no pais foram atribuidas a doencas nédo transmissiveis®°, sendo que, a grande
maioria destes Obitos corresponde a quatro grupos de doencas: cardiovasculares,
cancer, doenca respiratéria crénica e diabetes mellitus tipo 23. O custo total anual de
internagdes e procedimentos ambulatoriais no Brasil no periodo entre 2009 e 2011
relacionadas a doencas cronicas associadas ao excesso de peso, foi de 2,1 bilhdes
de délares. Cerca de 10% deste custo foi atribuida ao excesso de peso e obesidade?.

O aumento da expectativa de vida®3, diminuicéo na pratica de atividade fisica e
a facilidade de acesso e baixo custo de alimentos com alta densidade calorica, fizeram
com que a prevaléncia da obesidade aumentasse significativamente em todo o
mundo?. Contudo, outros fatores estdo envolvidos para o aumento da prevaléncia de

sobrepeso e obesidade?%:34-36,

1.1.1.1 Fisiopatologia da Obesidade

A etiologia da obesidade é complexa e multifatorial®®. Aspectos genéticos®*,
psicolégicos?®, virais3® e hormonais®® estdo envolvidos no ganho de peso, contribuindo
para um desequilibrio energético positivo, onde as calorias ingeridas sdo superiores
as calorias gastas diariamente?, resultando no armazenamento excessivo de
triacilglicerol® em células denominadas adipécitos, que formam o tecido adiposo
branco®.

O tecido adiposo branco (Figura 1) é composto principalmente por adipdcitos
gue sdo fundamentais para 0 armazenamento de energia e para sintese e secrecao
de hormonios®. Nesse tecido outras células compdem a fracdo vascular do estroma,
como células vasculares, associadas com o fluxo adequado de nutrientes e oxigénio
aos adipocitos; macrofagos e células T, importantes no estado imune; e a matriz
extracelular, que proporcionam suporte mecanico®’.

A expansdo do tecido adiposo (Figura 2) para armazenar o excesso de
triglicerideos, estimula a diferenciacao de pré-adipécitos em adipdcitos. Ao tornarem-
se maduros respondem rapidamente ao aumento do consumo de nutrientes pela
hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos3. Desse modo, a obesidade pode ser definida
como a expanséao do tecido adiposo para armazenamento de acidos graxos®® (Figura
2).
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Matnix extracsiular

Adipociio

Lurmnen do vaso
Capilar  sanguineo

Vedas Sanguineas . ‘

Cétila vascular da Célula endotekal
musculatira isa

Figura 1 - Composicao celular do tecido adiposo.

Fonte: Adaptado de Ouchi e colaboradores 2.

Hipertralia e Hiperplasia
a0 adpacito

v
Expressdo de atocnas cOorona
anti-irflamaténas (IL-10) L

\J
Exprassdo de ciloanas prénflamaténas
Desreguiacdo na secre¢io de adipoanas

Figura 2 - Alteragfes do tecido adiposo na obesidade.

Fonte: Adaptado de Ouchi e colaboradores?’.

O aumento de tecido adiposo em pessoas obesas tem como consequéncia a
producdo anormal de citocinas, chamadas adipocinas, e a ativacdo de vias de
sinalizacdo pré-inflamatérias, resultando na sintese de marcadores de inflamacéo e
varios hormdnios, como a leptina®. Por meio da descoberta deste horménio que regula
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a ingestao de alimentos e o balanco energético, e a confirmacédo da secrecéo de
proteinas envolvidas na regulacdo do metabolismo, como o TNF-a (do inglés: tumor
necrosis factor — alpha, identificado como um regulador negativo da transducéo do
sinal de insulina), que o tecido adiposo branco passou a ser considerado um érgao
secretor,

O tecido adiposo possui, além de capacidade de regulacdo do armazenamento
e da distribuicdo de gordura, comunicacdo com o sistema nervoso central (SNC) e o
trato gastrintestinal, desempenhando importante papel na resposta inflamatéria em
condicdes tanto autdécrinas quanto paracrinas ou enddcrinas®t. Alguns estudos
mostram que a hipertrofia dos adipécitos ocasiona uma infiltragcdo e ativacdo de
macréfagos no tecido adiposo aumentando o processo inflamatério crénico de baixa

intensidade (Figura 3)3%-42,

macréfago mudanca de estilo de vida
G dieta altamente lipidica
> estilo de vida sedentério

= [ I> estado inflamatoério
cronico de baixo grau

' obesidade « doengas cardiovasculares

(tecido adiposo) e« diabetes tipo 2
« hipertensdo
« hiperlipidemia

Figura 3 - Infiltracdo de leucécitos no tecido adiposo.

linfocitos

Fonte: Adaptado de Fuentes e colaboradores#2.

A producdo aumentada de adipocinas pro-inflamatorias como TNF-a e
Interleucina — 6 (IL-6) é acompanhada por um aumento da liberacéo de &cidos graxos
livres e desregulacdo da secrec¢do de leptina, adiponectina, resistina e proteina ligante
de retinol (RBP4) provocando um aumento de ingestéo alimentar, diminui¢cdo do gasto
energético através de acbes no hipotalamo, além da alteragcdo na homeostase de
tecidos periféricos, como musculo e figado através do aumento ectopico da deposicéo
de lipideos®.

Enos e colaboradores*® identificaram a presenca de mediadores inflamatorios
em ratos submetidos a dieta rica em gordura saturada por um longo periodo de tempo

gerando estresse oxidativo no tecido adiposo. Os acidos graxos saturados que foram
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gerados levaram a ativacao de proteinas Jun N-terminal quinase (JNK) e marcadores
inflamatorios como receptores do tipo Toll like receptor-4 (TLR4) e fator nuclear kappa
B (NF-kB). A dieta rica em gordura saturada eleva os niveis de TNF-a e outras
adipocinas pro-inflamatorias incluindo as interleucinas 6 e interleucinas 1-3 (IL-1B),
quimiocina ligante CC 2 (CCL2), entre outras*®. Em contrapartida, diminui dos niveis
de adipocinas anti-inflamatérias, como a interleucina 10 (IL-10)%4.

As citocinas pro-inflamatorias geradas na obesidade, propaga-se para o0 SNC,
principalmente para o hipotalamo e o hipocampo. Essa propagac¢ado acontece a partir
da ativacao de células da glia, como as micréglias (macrofagos presentes no SNC) e
citocinas pro-inflamatérias (liberadas pelo tecido adiposo), através de rotas humorais,

neurais e celularesé.

1.1.1.2 Inflamacéo e SNC

O aumento de citocinas proé-inflamatorias e a diminuigdo de citocinas anti-
inflamatérias na obesidade® gera uma resposta neuroinflamatéria que pode ocasionar
prejuizos na funcéo sinaptica e morte neuronal, o que resultando no desenvolvimento
de véarias doencas neurol6gicas**¢. As citocinas liberadas induzem a sintese das
enzimas indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) e guanosina trifosfato-ciclohidrolase-1
(GTP-CH1) em macrofagos e células dendriticas, ocasionando alteracfes na sintese
de serotonina e dopamina*>4’ e também induzem a producéo de outras citocinas pro-
inflamatorias, incluindo TNF-a , IL-1B, IL-6 e diminuem a producé&o de citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10%°. A IDO aumenta a producédo de metabdlitos do glutamato
gerando morte celular. A inibicdo desta enzima estd4 associada a protecdo contra
comportamentos de ansiedade e depressdo, possivelmente como resultado do
impacto disso sobre neurotransmissores envolvidos na regulacdo do humor, da
cognicédo e do controle da impulsividade®.

De acordo com na figura 4, as citocinas estimulam a enzima IDO que
transformam o triptofano (aminoacido precursor da serotonina) em quinurenina (KYN)
e esta é convertida em 4cido quinurénico (KA) nos astrocitos e em acido quinolinico
(QUIN) na microglia. O KA inibi a liberacdo do glutamato, que por sua vez inibi a
liberacdo de dopamina. Em contrapartida, o QUIN promove a liberacéo de glutamato

atraves da ativacao de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), induzindo ao estresse
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oxidativo e excitotoxicidade no SNC*’. O aumento das concentracdes de KYN, KA e

QUIN no liguor pode estar associado a disfuncées neuroldgicas*>46.

TRIPTOFANO .
MICROGLIA

ASTROCITO
Y & ? “.l-,-
T KYN N

KA QUIN
| sLuTAmATO | NmDA
[ DOPAMINA \ GLUTAMATO

| ESTRESSE OXIDATIVO
EXCITOTOXICIDADE

Figura 4- Transformag&do do triptofano a partir da enzima IDO (indolamina 2,3-
dioxigenase). KYN (quinurenina); KA (acido quinurénico); QUIN (acido quinolinico);
NMDA (N-metil-D-aspartato).

Fonte: Adaptado de Capuron?’.

Considerando que a obesidade causa uma inflamacao sistémica que repercute
no SNC, pode-se presumir que ela seja um fator causal de disfun¢des neurolégicas
por meio da ativacdo de fatores pré-inflamatério*®. Estudos realizados com animais*®-
50 e humanos®! demonstraram que o aumento no consumo de dietas hiperlipidica
ocasionou um desempenho negativo nos testes de aprendizado e memoéria quando
comparados aos grupos que apresentaram peso adequado e mantiveram uma dieta
mais equilibrada. Com isso, a obesidade contribui significativamente para o declinio
cognitivo®?.

Como ja mencionado, a obesidade possui uma etiologia multifatorial e esta pode
contribuir para o aparecimento de diversas patologias. Porém, nem sempre o
tratamento farmacolégico € a primeira opgado terapéutica, este deve, antes, ser

pautado numa abordagem multidisciplinar®2.
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1.1.2 Plantas e o controle da obesidade

O Tratamento da obesidade normalmente é feito com restricdo alimentar,
atividade fisica e/ou terapia medicamentosa, como a sibutramina e orlistate?s. No
entanto, atualmente, o emprego de plantas no controle e tratamento da obesidade
vem sendo bastante utilizado. Ja4 foi demonstrado que plantas compostas por
flavonoides, incluindo flavondis, glicosilados ou ndo, antocianinas, pré-antocianinas e
isoflavonas inibem a digestdo dos carboidratos, reduzindo a disponibilidade calérica
de acuUcares, proporcionado, desta forma, perda de peso e uma diminuicdo da
glicemia®4.

Plantas como a Camelia sinensis (cha verde) além de reduzirem a adipogénese
em humanos®—>’ sdo capazes de reduzir as concentracdes de leptina no soro
sanguineo inibindo a absor¢éo de acidos graxos®®. Em um estudo realizado por Yang
e colaboradores®® foi evidenciado também que a administracdo da planta Morus alba
L. (rica em flavonoides e antocianinas) em ratos com obesidade induzida ocasionou
na diminui¢cdo da concentracao de colesterol e triglicerideos.

Outro efeito positivo das plantas no tratamento da obesidade foi evidenciado
por Kumar e colaboradores®%. A utlizacdo de Gymnema sylvestre reduziu
significativamente os niveis de lipideos, leptina, insulina, glicose, apolipoproteina-B e
lipoproteina de baixa densidade (LDL em inglés: Low Density Lipoprotein) de ratos
Wistar com obesidade induzida. Em contrapartida houve aumento nos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL em inglés: High Density Lipoprotein),
apolipoproteina-Al e enzimas antioxidantes do figado.

O principal componente com efeito antiobesidade nas plantas sdo os
compostos fendlicos, com composicdo e em quantidades distintas. De acordo com
alguns autores, além de terem efeitos sobre a obesidade, esses compostos podem
reduzir também o risco de desenvolvimento de diversas patologias, como diabetes

mellitus tipo 2, osteoporose e doencas neurodegenerativas®-63,
1.1.3 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos séo substancias complexas largamente distribuidas na

natureza. Estdo presentes em uma variedade de vegetais, frutas e produtos

industrializados.
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Os compostos fenolicos sao originados da capacidade das plantas de sintetizar
uma grande diversidade de compostos com baixo peso molecular, conhecida como
metabolismo secundario®. deste metabolismo, essenciais para o crescimento e
reproducado das mesmas plantas. Estes sdo metabolizados em condi¢gbes de estresse
como, infeccdes, ferimentos e radiacdoes UV83.5,

Constituindo um dos mais numerosos e amplamente distribuidos grupos de
substancias no reino vegetal®®, os compostos fendlicos sdo definidos como
substancias que possuem anel aromético (Figura 5), com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso,
sdo multifuncionais®’. Existe uma enorme variedade de fendis, estimando-se em cerca
de cinco mil, destacando-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis®. Os fendlicos englobam desde moléculas
simples até moléculas com alto grau de polimerizacédo. Estdo presentes nos vegetais
na forma livre ou ligados a aclcares (glicosideos) e proteinas®®. Atuam como agente
antipatogénico e sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade
oxidativa®®, ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas
também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao

de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipideos™.

Figura 5 - Estrutura basica Fenol.

Fonte: Al-Hassan™®.

Os compostos fenodlicos sado considerados interruptores de radicais livres,
eficientes na prevencdo da autoxidacdo’?. A acdo antioxidante destes compostos
presentes nas plantas, possuem um papel importante na reducéo da oxidacao lipidica
em tecidos, vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentagdo humana nao
conserva apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose, cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, osteoporose e doencas

neurodegenerativas®-63,
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Na estrutura dos compostos fendlicos apresenta-se varios grupos benzénicos
caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas’3. Os atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes (orto-difendis), localizados em vérias
posi¢cdes dos anéis A, B e C, as duplas ligagbes dos anéis benzénicos e a dupla
ligacdo da funcéo oxo (-C=0) de algumas moléculas de flavonoides garantem a esses
compostos sua alta atividade antioxidante®8,

Existe uma grande diversidade de compostos fendlicos (Figura 6) dividindo-se
em flavonoides (polifendéis) e ndo-flavonoides (fendis simples ou &cidos)®®. Os néo-
flavonoides correspondem aos compostos fendlicos mais simples, tais como os acidos
benzoicos (C6 — Cl) p-hidroxibenzoico, protocatéico, vanilico, gélico e siringico; e
acidos cinamicos, p-cumarico, caféico e ferdlico, portadores de cadeia lateral
insaturada (C6 — C3) e outros derivados fendlicos de grande importancia como os
estilbenos, destacando-se o resveratrol e a fitoalexina®®. Estes compostos apresentam
atividades na prevencdo de diversas enfermidades como cardiovasculares,

cancerigenas e neuroldgicas’.

) FLAVONOIS
. FLAVONAS

FLAVONOIDES ’ 1 FLAVANONAS

' w. | FLAVAN-3-OLS

. \ ISOFLAVONAS
COMPOSTOS :
FENOLICOS v ANTOCIANIDINAS

. ACIDOS FENOLICOS

NAO- ! LIGNANOS
FLAVONOIDES .
\ J ! ESTILBENOS
\ TANINOS

\ LIGNINAS

Figura 6 - Classificagdo dos compostos fendlicos
Fonte: Dzialo e colaboradores™.
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Os flavonoides, cuja sintese ndo ocorre em seres humanos’®, constituem o
grupo mais estudado de polifenéis’®. Sdo compostos de baixo peso molecular,
consistindo de 15 &tomos de carbono (Figura 7) arranjados em uma configuracao C6-
C3-C677. Este grupo tem uma estrutura base comum que consiste em dois anéis
aromaticos ligados por trés atomos de carbono que formam um heterociclo
oxigenado®378, O anel aromatico A é derivado da via metabdlica do acetato/malonato,
enquanto que o anel B é derivado da fenilalanina através da via metabolica do

shikimato””.

Figura 7 - Estrutura basica dos polifendis

Fontes: Balasundram e colaboradores?.

Com base na variagao do tipo de heterociclo envolvido, os flavonoides podem
ser divididos em seis subclasses como é mostrado no Quadro 3557578, As diferencas
individuais dentro de cada grupo resultam da variacdo no numero e a disposi¢cao dos
grupos hidroxilo e o seu grau de alquilacdo e/ou glicosilacdo® 778, O potencial
antioxidante dos flavonoides é dependente do niumero e da posi¢cao dos grupos de

hidrogénio e suas conjugacdes, e também a presenca de elétrons nos anéis

benzénicos®s.

Quadro 3 - Classificacédo dos flavonoides Inicio
Subclassificacéo Estrutura quimica Tipos Rl1 | R1 | R3

] i “w Quercetina | OH | H

MO

Flavondl Campferol H H -

I : 1‘ fl_ | ;‘ Mircetina OH | OH
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Continuacéao

AR AN AT AN Apigenina H
Flavonas \ R, _ - -
Luteolina OH

A,
" ° @ip Hesperetina | OH | OH

Flavanonas _ _ -
Naringenina H OH
OH 0
. O
. Catequinas H H
Flavan-3-0is . . H
Epicatequinas | H OH H
o H
Daidzeina H H
Isoflavonas o
Genisteina H H
H
Cianidina OH H
Antocianidinas i .,/H ° v Delfinidina | OH | OH | -
% \r/‘\:f’:« R, Peonidina | OH | H
OH

Fonte: Ghasemzadeh e colaboradores’.

A maioria das antocianidinas possuem grupos hidroxilas nas posicdes 3,5e 7.
Ja as antocianinas, derivadas das antocianidinas, possuem grupos agucares em uma
ou mais posi¢des, sendo os mais comuns glicose, xilose, arabinose, ramnose,
galactose ou dissacarideos constituidos por esses agucares, aos quais podem estar

ligados acidos fendlicos, como p-coumarico, caféico, fenilico e vanilico’®.
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Ensaios biologicos usando combinacgdes isoladas revelaram que os flavonéides
exibem uma grande acéo sobre os sistemas biol6gicos demonstrando efeitos como
antimicrobiano, antiviral, antioxidante, antihipertensivo, hipolipidémico, anti-
inflamatdrio, antiplaquetario®. Também demonstrou aumento na permeabilidade
capilar, inibicdo da exsudacdo proteica e migracdo de leucécitos®®8l. Dentre os
flavondides ja identificados, destaca-se as antocianinas. Estes compostos s&o
responsaveis pelas cores atraentes das flores, frutos e folhas’® e muito conhecidas

pelo alto potencial antioxidante!’*8 e antiinflamatério®®.

1.1.3.1 Antocianinas

O termo antocianina, derivado do grego (anthos = flores; kianos = azul), foi
definido por Marquart em 1853 para se referir aos pigmentos azuis das flores™. As
antocianinas sdo compostos da familia dos flavonéides®?83 soliveis em agua®®84, que
constituem grupo de pigmentos responsaveis pelas varias tonalidades entre laranja,
vermelho e azul® de grande parte das flores, frutas, folhas, caules e raizes de
plantas®8. Com a mesma origem biosintética da sua familia, estes compostos s&o
estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo 15 atomos de
carbono, conforme a Figura 8, porém, elas absorvem fortemente na regido visivel do

espectro, conferindo uma infinidade de cores, dependendo do meio de ocorréncia’®.

Figura 8 - Estrutura basica antocianina
Fonte: Guimarées e colaboradores®®,

As antocianinas sao glicosideos que, por hidrélise acida, liberam agliconas

também denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza,
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apenas seis estdo presentes em alimentos (Quadro 4), que diferem entre si quanto ao
numero de hidroxilas e grau de metilacéo, presentes no anel B® (Figura 8).

As diferentes estruturas ligadas aos radicais (R1, R2, R3, R4) podem variar
entre hidrogénio, hidroxilas ou metoxilas®’. Os aglcares mais comumente ligados a
estrutura molecular central, em geral nas hidroxilas das posi¢cdes 3, 5 e 7, sao
monossacarideos como glicose, galactose, arabinose, raminose, porém, podem
apresentar-se também na forma de dissacarideos e trissacarideos®.

As variagfes estruturais das antocianinas denotam diferentes agucares ligados,
polimerizacao e nos modos ou posicdes de hidroxilacdo e metilacdo. Em alguns casos,
0S acUcares apresentam-se acilados pelos acidos p-coumaérico, caféico, fenilico e

vanilico®’.

Quadro 4: Nomes e grupos substituintes de antocianidinas mais frequentes na
natureza.

Agliconas R1 R2 R3 R4
Cianidina OH H OH H
Delfinidina OH OH OH H
Malvidina OCHs OCHs OH H
Pelargonidina H H OH H
Peonidina OCHs H OH H
Petunidina OCHs OH OH H

Fonte: Guimarées e colaboradoress®.

As antocianinas possuem a propriedade de apresentarem cores diferentes
dependendo do pH (potencial de hidrogénio) do meio em que se encontram, o0 que as
torna de interesse para uso como indicadores de pH. As mudancas estruturais das
moléculas ocorridas mediante a variacdo do pH, permitem a obtencdo de solucdes
incolores ou coloridas, podendo ser vermelha, violeta, azul ou amarela®. A Figura 9
representa as alteracbes que ocorrem na estrutura das antocianinas dependentes do
pH.
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Figura 9 - Mudancas estruturais das antocianinas em meio aquoso em funcéao do pH.

Fonte: Terci e colaboradores®s.

Além de conferir coloracdo caracteristica aos vegetais, as antocianinas

apresentam propriedades que associam sua ingestdo a habitos saudaveis de

alimentacdo®. No entanto, a utilizacdo de antocianinas apresenta restricdes em

funcdo de limitacdes, como a disponibilidade de matéria-prima na quantidade e

qualidade requerida, as dificuldades envolvendo processos de obtencdo, e,

principalmente, a baixa estabilidade apresentada pelas antocianinas.
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1.1.3.1.1 Estabilidade quimica das antocianinas

A aplicagéo das antocianinas em produtos farmacoldgicos, deve ser monitorado
apos processamento para garantir a sua eficacia®®. A estabilidade deste composto é
afetada por diversos fatores como pH®, luz’®, temperatura’?°, metais’® e oxigénio®?,
enzimas enddégenas®!, dentre outros fatores.

Fatores estruturais da molécula sdo também responsaveis pela estabilidade
das antocianinas. Como exemplo, destaca-se o grau de substituicdo do anel B (R1 e
R3) e a natureza e numero de acucares ligados a molécula que geram uma diminui¢ao
atividade bioldgica®%2,

A estabilidade das antocianinas ao descoramento €é aumentada
consideravelmente pela presenca de acidos fendlicos. O mesmo efeito é observado
pela presenca de flavondides nao-antocianicos, especialmente os flavondis, como por
exemplo a rutina. Compostos como o acetaldeido, aminoacidos, taninos, dentre
outros, também conferem aumento na estabilidade da molécula. Esse aumento na
estabilidade é atribuido a copigmentacdo’®®#, ou seja, associacdo entre antocianina e
flavonol por ligacdes de hidrogénio, de modo que o flavonol venha a formar uma
estrutura protetora envolvendo a antocianina’. Essas associagfes quimicas
aumentam a estabilidade das antocianinas e ampliam as suas propriedades

antioxidantes®s.

1.1.3.1.2 Extracdo das antocianinas

Na maioria das frutas e hortalicas, as antocianinas encontram-se em células
proximas a superficie, o que permite que eles atuem como filtro a radiacdes
ultravioleta nas folhas, melhorem e regulem a taxa de fotossintese®. Dessa maneira,
encontram-se dissolvidos na seiva das células e sua extragdo geralmente envolve o
uso de solventes especificos, como por exemplo, solventes acidos, que rompem a
membrana celular do tecido e dissolvem os pigmentos®.

As antocianinas, muito solliveis em agua®®® sido facilmente extraidas de
plantas utilizando-se solucdes polares. Métodos convencionais de extragdo para
guantificacdo de antocianinas usualmente empregam metanol contendo 0,001% de

acido Cloridrico (HCI)®. Porém o HCI é corrosivo e o metanol é tdxico para o ser
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humano, portanto recomenda-se a utilizacao de acidos organicos mais fracos como o
acidos citrico, tartarico, formico, acético e propidnico®.

Métodos extrativos de antocianinas que serao utilizadas com fins nutracéuticos
e farmacéuticos normalmente empregam a utilizacéo de 4gua como solvente extrator
contendo acidos organicos como acido acético, citrico, tartarico e hidrocloridrico®. A
utilizacdo de dioxido de enxofre (SO2) no lugar do acido também é bastante eficaz.
Uma das possiveis razdes para a melhora na extracdo esta na interacdo das
antocianinas com os ions HSOs - , 0s quais aumentam a solubilidade e difusdo das
antocianinas através da parede celular®.

As antocianinas podem ser extraidas através de métodos convencionais como
por exemplo a destilacdo, infusdo, ultrassom, fracionamento e maceracéo %. Alguns
processos séo fundamentais para a extragao e conservacao das antocianinas, como
a desidratacao dos frutos através da liofilizacéo para reduzir a degradacéo enzimatica,
assim como favorecer a trituracdo dos mesmos afim de aumentar a area de contato®®.
De acordo com Rockenbach e colaboradores®’, diversos métodos e sistemas de
solventes sao utilizados para a extracao destes compostos, em que o rendimento e a
composicdo dependem tanto do solvente utilizado como do método aplicado, que

pode ser baseado em mecanismos quimicos diferentes.

1.1.3.1.3 Quantificacdo das antocianinas

Considerando que existem aproximadamente 400 tipos de antocianinas®®
presentes em diversas plantas como uva, cereja, morango, amora, maca, azeitona,
figo, marmelo, jabuticaba, cacau, repolho roxo, rabanete, berinjela, feijdo, entre
outras®, poucas delas apresentam-se como fonte comercial desse pigmento®,

A porcentagem de antocianinas nos alimentos é geralmente proporcional a
intensidade da cor e pode alcancar valores de 2-4 g/kg de peso fresco em groselhas
e amoras, valores que, em regra, aumentam a medida que o fruto amadurece®.
Encontram-se, preferencialmente, na pele, embora algumas também existam na
polpa, como exemplo os frutos vermelhos (morangos e cerejas)*.

Segundo Falcdo e colaboradores'®!, as antocianinas presentes em uvas estdo
concentradas principalmente na casca, com excec¢ao de poucas variedades cuja polpa
também é pigmentada, e apresentam como pigmentos antocianicos majoritarios

malvidina-3-glicosidio, petunidina-3-glicosidio, cianidina-3-glicosidio, delfinidina-3-
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glicosidio, peonidina3-glicosidio'?2193 podendo alcancar até 750 mg/100 gramas de
fruta madura®*. O vinho contém entre 100 a 1000 mg de antocianinas/L sendo que
estas sdo transformadas em vérias estruturas complexas a medida que o vinho
envelhece!®,

Diferentemente da grande parte dos flavonoides, que absorvem luz na regido
entre 350 e 380nm, as antocianinas sao capazes de absorver fortemente luz na regiao
do visivel, compreendida entre 496 e 550nm'%4, Essa caracteristica particular permite
a guantificacdo das antocianinas por métodos espectrofotométricos em medicbes
simples de absorbancia em comprimentos de onda adequados'®. Existe a técnica de
analise direta da absorbancia, comparativa a uma solucdo padrdo de uma
determinada antocianina e a técnica pH diferencial, que consiste em efetuar leitura
espectrofotométrica da solucdo em tampdo pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na
sensibilidade destes compostos ao pH%. Elevando-se o pH para 4,5 estabelece-se
condicdo em que as antocianinas praticamente ndo apresentam coloracao,
apresentando menor absorcéo de energia. Por outro lado, abaixando-se o pH para em
torno de 1,0, os pigmentos exibem coloragéo intensa. A diferenga de absorbéncia
observada espectrofotometricamente possibilita, por diferenca direta, estimar a fracao

real de antocianina presente!95107,

1.1.3.1.4 Farmacocinética das antocianinas

A ingestédo de antocianinas varia de acordo com os habitos alimentares estando
a sua atividade biolégica ligada a respectiva absorcdo e metabolismo. Em paises
ocidentais, o consumo de antocianinas estimado fica entre 180-215 mg/dia®. Estima-
se gque uma dose diaria de 50 mg de antocianinas seria suficiente para promover
alguma atividade biol6gicat®.

Como ¢ ilustrado na figura 10, as antocianinas sao rapidamente absorvidas,
em maior ou menor grau, no estdbmago e no intestino, tanto em animais''%!! como
em humanos!*?13, Chegam a circulagdo sistémica e na urina, na forma metilada,
como derivados glucoronidos e/ou formas sulfoconjugadas, alcancando o pico de
concentracéo plasmatica entre 0.5 e 3 horas apds consumo, tempo inferior a outras
subclasses de flavondides!®®14, Os processos de conjugacdo, principalmente a

metilacéo, sulfatacdo e glucoronidacéo, no intestino delgado ou no figado, facilitam a
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sua eliminacao através da bilis e da urina, uma vez que aumentam 0 Seu caracter
hidrofilicot?®,

Outros estudos revelaram que, apds a sua rapida absorgcdo, sdo atingidas
concentragdes plasmaticas maximas de 1-100nmol/L apés ingestdo de doses entre
0.7-11mg/kg, apresentando uma clearance plasmatico de cerca de 6 horas16:117,

De acordo com Garcia Alonso e colaboradores!®?, apés ingestédo de 90 mg de
antocianina malvidina-3-glucésideo (Mv3glc) por voluntarios saudaveis, os niveis
plasmaticos inalterados foram cerca de 4nM. O tempo de meia vida plasmético das
antocianinas € variavel sendo, por exemplo, de 2 horas, para a Mv3glc e de 3,3 horas

para o seu rutinésideo.
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Figura 10 - Vias de absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo das antocianinas.
Fonte: Fernandes e colaboradores!!8,

Alguns estudos indicam que a absorcao gastrica das antocianinas, com o pH
baixo do estbmago, acontece por meio de um mecanismo mediado pela
bilitranslocase, uma proteina transportadora expressa na mucosa gastrical1%-121 As
células endoteliais humanas e de rato expressam igualmente a bilitranslocase e este

transportador especifico da bilirrubina implica diretamente no transporte das
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antocianinas para o interior das células'®®'?l, Apés a absorcdo gastrica, as
antocianinas entram na circulacao sistémica, depois de passarem pelo figado que séo
parcialmente metabolizadas por rea¢cdes de metilacéo e glucoronidacédo, sendo alguns
desses metabolitos transportados para o intestino através da bilis**°.

Ao atingirem o intestino delgado, as antocianinas ndo absorvidas no estbmago,
sdo convertidas, devido ao pH mais elevado, em uma combinacdo de hemicetal,
chalcona e formas quinoidais. Existem dois mecanismos para a sua absorcéo. O
primeiro mecanismo acontece a partir do transporte de glucésidos para o interior dos
enterocitos através de transportadores da glucose dependentes do s6dio SGLT1 (co-
transporte com o fon sédio, do inglés: sodium-glucose linked transporter)?2123 onde
sao hidrolisados pelas B-glicosidades citosoélicas'?4. O outro mecanismo acontece pela
hidrélise extracelular através de uma glicosidase (lactase-floricina hidrolase), presente
na membrana da bordadura em escova do intestino delgado, e a sua posterior difusao
através das microvilosidases!?.

Segue-se para circulagcdo sistémica ap6s metabolizacao hepatica. Por fim, as
antocianinas que alcangcam o co6lon sdo expostas a microflora entérica, podendo ser
degradadas por hidrdlise, catalisada por enzimas bacterianas como a B-glicosidase,
em glicose e componente fendélico'?6:1?7, Este Ultimo pode ainda ser convertido, por
ruptura do anel C, em acidos fendlicos e aldeidos. Tais produtos poderao ter também
efeitos benéficos ao atuarem diretamente no trato gastrointestinal ou apés absor¢ao
sistémica. No intestino distal, os metabolitos conjugados das antocianinas excretados
pela bilis podem igualmente ser submetidos a acdo das enzimas bacterianas e
reabsorvidos através do ciclo enterohepatico, permitindo uma presenca mais
prolongada no organismo?!?8,

As antocianinas e 0s seus metabolitos persistem na urina até 24 horas
mantendo a sua estrutura basical?®130, Para Mazza®®!, os glicosideos e os derivados
glucoronidos sdo os mais prevalentes no plasma nas primeiras 5 horas, sendo
progressivamente metilados, podendo desta forma reduzir a sua bioatividade, ao

longo do tempo.

1.1.3.1.5 Atividades bioldgicas das antocianinas

Existe um grande interesse no estudo das antocianinas em diversas areas,

entre estas a saude, devido ao seu grande potencial terapéutico. Nos ultimos anos,
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pesquisas tém demonstrado que as antocianinas e suas respectivas agliconas sao
compostos bioativos que possuem varios efeitos fisiolégicos, como atividade
anticarcinogénicas!! e antivirais'?, promovem vaso-dilatacdo’®?, atuam na prevencao
da hiperglicemia®?, estimulam a secrecéo de insulina’4, melhoram a adaptacdo da
visdo noturna, previnem a fadiga visual'®® e principalmente possuem capacidade
antioxidante!”1® e propriedade antiinflamatéria®®.

Por possuirem propriedades de 6xido-reducéo, as antocianinas desempenham
um papel importante na neutralizagcdo de radicais livres!**, demonstrando grande
eficiéncia no combate de varios tipos de moléculas oxidantes que estdo envolvidos
em danos no DNA (acido desoxirribonucleico) e promogéo de tumores,

As antocianinas apresentam estruturas quimicas conjugadas (ligadas ao anel
B de sua estrutura), ricas em grupos hidroxilas, que reagem e inativam anions
superoéxido, oxigénio singleto, radicais peroxido de lipideos e/ou estabilizam radicais
livres envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenacdo ou complexagcdo com
espécies oxidantes'36. Apds a doacdo de grupos hidroxila e metila pelas antocianinas
os radicais livres perdem sua reatividade, dessa forma n&o sao capazes de atacar
biomoléculas do organismo*3®.

Em um estudo realizado com feijdo preto'®’, ricos em antocianina, foi
observado que o mesmo teve potencial de inibicdo de enzimas degradantes como a-
glucosidase, a-amilase, dipeptidil peptidase-1V, e também diminuicdo de espécies
reativas de oxigénio e a absorcdo de glicose. Além disso, as antocianinas também
possuem acgdo sobre citocinas pré inflamatérias. Rupasinghe e colaboradores!3®
observaram uma correlacdo negativa entre o teor de antocianinas de haskap (Lonicera
caerulea) e as citocinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-a, prostaglandina, e a enzima
COX-2 (ciclo-oxigenase — 2) em uma linha celular monocitica humana THP-1,
derivadas de macréfagos estimulados por lipopolissacarideo.

A suplementacao da dieta com antocianinas, pode ainda, modular os processos
de inflamacéo!3®-141. Karlsen e colaboradores#? realizaram um estudo controlado
randomizado (n=62), em que avaliaram o consumo do suco de mirtilo, durante 4
semanas. Neste periodo foi observado a diminuicdo das concentragfes plasmaticas
de proteina C-reativa (PCR), IL-6, IL-15 (interleucina-15), e monocinas induzida pelo
INF-c (interferon-c). Em contrapartida houve um aumento na concentragao plasmatica
de TNF-a.
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A visao da obesidade como doenca inflamatoria tem despertado interesse para
manipulacéo terapéutica da inflamacéo®. Decorrente disso, varias pesquisas estédo
sendo realizadas avaliando os potenciais efeitos antiobesidade das antocianinas.

Duffey e colaboradores'*® avaliaram os efeitos do aumento do consumo do
suco de cranberry, rico em antocianinas e procianidinas** e concluiram que os
consumidores obtiveram tendéncia ha peso normal, menor circunferéncia da cintura,
diminuicdo nos niveis de triacilglicer6is e de PCR (proteina C-reativa). Em outro
estudo'*® a associacdo do consumo do suco de cranberry por um periodo de 8
semanas diminuiu o risco de doencas cardiovasculares em adultos, incluindo niveis
de triglicerideos séricos em jejum, proteina C reativa e glicose, resisténcia a insulina
e pressao arterial diastdlica.

Em humanos, o consumo de antocianinas reduz o conjunto de biomarcadores
inflamatérios (IL-6, IL-10, TNF-a) e de estresse oxidativo!46. No estudo realizado por
Tsuda e colaboradores#’148, em camundongos do tipo C57BL/6J, foi demonstrado
que as antocianinas presentes na dieta, normalizaram a hipertrofia dos adip6citos no
epididimo e tecido adiposo branco, além de amenizar a hiperglicemia induzida pela
dieta alimentar rica em gordura. Além disso, as antocianinas possuem a capacidade
de regular a obesidade e a sensibilidade a insulina associada com o controle da
secrecdo de adiponectina e leptina'*®. O grande niimero de estudos com antocianinas
realizados é indicativo de que a suplementacdo da dieta com fontes ricas em
antocianinas torna-se uma boa estratégia para prevencao e tratamento da obesidade.

Na dieta humana, uma das principais fontes de antocianina sdo as frutas'*, e,
dentre estas destacam-se as da familia Melastomataceae, por serem frutos ricos em

flavonoides e antocianinas20:21.150,

1.1.4 Melastomataceae

Dentro da vasta biota brasileira encontra-se a familia Melastomataceae, que
pertence a ordem Myrtales!®!, Foi estabelecida por Jussieu em 1789 e esta
subdividida em trés subfamilias: Melastomoideae com 11 tribos>? e, Memecyloideae
e Astronoideae, com apenas 1 tribo cada!®l. Atualmente sédo reconhecidas cerca de
4.570 espécies com distribuicdo pantropical'>®*>4, com aproximadamente 3.000

espécies nos neotropicos®®?, em que 150 a 166 géneros de distribuicdo pantropical®*-
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156 sendo que a Melastomeae, Miconieae e Microlicieae sdo consideradas as mais
importantes para o Brasilt>"1%8,

No Brasil € a sexta maior familia de Angiospermas, com cerca de 68
géneros®31% e mais de 1.500 espéciest®® 160 e que representam uma das principais
familias da flora brasileira'®3, a Miconia Ruiz & Pav., Leandra Raddi e Tibouchina Aubl.
0S géneros mais representativos e com um alto grau de endemismo*®. Encontram-se
distribuidas desde a Amazonia até o Rio Grande do Sul, presentes em praticamente
todas as formacdes vegetacionais, com um nimero variavel de espécies!®.

As espécies apresentam grande diversidade de habitos, desde herbaceo até
arbustivo, ocorrendo muito comumente espécies arboreas, e, mais raramente
trepadeiras e epifitas, que permitem a ocupacdo de ambientes distintos e
diversificados*®°.

Do ponto de vista quimico, a familia Melastomataceae destaca-se pela
presenca de hidrocarbonetos, acidos graxos, triterpenos, flavondides, taninos
hidrolisaveis e antocianinas?%21:1%, Um estudo quimiotaxondmico realizado em folhas
de espécies de Melastomataceae, pertencentes aos géneros Lavoisiera, Microlicia e
Trembleya, resultou na identificacdo de 116 flavondides, compreendendo 69 flavonéis
e 47 flavonas'®?,

As espécies de Microlicia descritas no trabalho de Bomfim-Patricio (2001)62,
apresentaram, predominantemente, derivados da classe dos flavonéis, com ampla
diversidade estrutural de derivados glicosilados da quercetina e do canferol'6t. Dentre
espécies de Melastomataceae que contém taninos podemos citar Leandra australis

(Cham.) Cogn. (LA) em que foram isolados flavondides e antocianinast®2.

1.1.5 Leandra Raddi

O género Leandra Raddi. pertence a tribo Miconieae'®? e apresenta cerca de
200 espécies, distribuidas desde o México e Antilhas, até o sul do Brasil e
Argentina®®*. No Brasil, 0 género esta representado por cerca de 150 espécies e pode
ser reconhecido pelas folhas destituidas de formicarios, inflorescéncias terminais e/ou
pseudo-axilares. A coloracdo do célice varia de verde a avermelhado e as pétalas,
triangulares, variam de brancas a rosadas'®® com &pice agudo/acuminado. O ovario é

infero e 3-5-loculart>* e frutos carnosos!®*.
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Leandra é um género claramente parafilético'®3. Recentes analises
filogenéticas'®* mostram que o género é constituido por trés grandes blocos. O
primeiro grupo é formado pelas espécies da se¢cdo Secundiflorae Cogn., que ocorrem
na Ameérica Central e Caribe, o segundo constituido pelas espécies da secdo
Tschudya Cogn., encontradas no Norte da América do Sul e do Brasil, e, o terceiro
com a secdo Niangae, na qual esta inserida a espécie L. australis®®, que ocorrem no
Sudeste e Sul do Brasil*>4,

Nas folhas de diversas espécies amazobnicas do género Leandra nao foi
detectada glicosideos cianogénicos®®. Seus frutos maduros, adocicados e muito
saborosos, sdo fontes potenciais de antocianinas negligenciados pela fruticultura
nacional e portanto, pela nutricdo'®’. Estes frutos sdo usados para a fabricacédo de
geleias, sucos, sorvetes, licores e, especialmente, polpa congelada. Mais, os frutos
limpos sdo congelados inteiros em pequenos potes, como jA vem sendo feito com
outras pequenas frutas (fisalis, mirtilo, amora-preta, morango, framboesa)’.
Entretanto, carecem de andlises fitoquimica e bromatoldgicas, especialmente em
relacdo as vitaminas e pigmentos. S80 necessarios também experimentos de

propagacéo sexuada e assexuadal®’.

1.1.6 Leandra australis

Espécie arbustiva ou subarbustiva de 1 a 2 metros de altura com folhas inteiras
e opostas, ocorrendo em capoeiras?3. A espécie L. australis, figura 11, é conhecida
popularmente como pixirica ou mexirico. As folhas sado utilizadas para producédo de
chas por meio de infuséo'%816° Esta espécie é caracterizada como pioneira (primaria)
por possuir um alto percentual de adaptacdo em ocupacdes de areas onde, por algum
motivo, a vegetacao original foi profundamente alterada e também por apresentar
baixa exigéncia nutricional para sobreviver nestes locais, caracteristica que favorece
sua adaptacéo e cultivo nos diversos tipos de solo??-24,

Os frutos de L.australis sdo utilizados para combater a diarreia e as folhas
para males da bexiga'’?. Um estudo qualitativo com a finalidade de avaliar a presenca
de metabdlitos secundéarios nas folhas desta espécie, identificou a presenca de
taninos, saponinas, esterdides e triterpendides'®®. Entretanto, ainda ndo foram
encontrados na literatura estudos que determinassem a composi¢cao quimica dos

frutos, assim como sua potencial aplicacao.
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Figura 11 - Partes da espécie L. australis: A: folhas, B: Fruto, C: Flores.

Fonte: Chaves!’!,

Durante os ultimos anos, um numero significativo de pessoas estao voltando a
utilizar plantas por causa de insatisfacdo e falta de confianca em medicamentos
convencionais'’2. A busca por produtos naturais com potencial para tratamento e
prevencdo de doencgas cronicas ndo transmissiveis é, atualmente, tema chave de
muitos laboratérios e industrias'’3. Embora suas acdes terapéuticas sejam conhecidas
pela populacéo, evidéncias cientificas sdo necessarias para assegurar a eficacia e
seguranc¢a do produtol’4.

J& foi evidenciado de que o consumo diario de berries (bagas roxas) ricos em
antocianinas e polifenéis, como amoral’®, blueberry!™>177  cranberryl7817°
blackberry®9, jabuticaba!®-183 uva'®4-186 framboesa'®®, acai'’®18” e morango’’>188,
entre outros, atuam na prevencgdo e tratamento da obesidade ou ainda previnem os
danos gerados por ela. Em estudos preliminares com os frutos de L. australis no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (TECFARMA), da Universidade do Sul de
Santa Catarina (UNISUL), foi evidenciado que os frutos desta espécie, possuem
algumas caracteristicas que se assemelham aos berries, levantando-se a hipotese de
que o consumo diario dos frutos liofilizados de Leandra australis (FLLA) poderiam ter
efeitos benéficos na prevencéo e tratamento da obesidade ou ainda atenuar os danos
gerados por ela. Portanto, este estudo pretende caracterizar botanica e quimicamente
os FLLA e avaliar o consumo destes na prevenc¢do da obesidade e nos danos gerados

por ela.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Caracterizar botanica e quimicamente os frutos da espécie L. australis e avaliar
o efeito da administracdo preventiva destes sobre peso corporal, parametros de

estresse oxidativo e inflamatdrios em modelo animal de obesidade.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar botanicamente amostras da espécie L. australis.

e Liofilizar os frutos maduros de L. australis;

e Avaliar o perfil cromatografico para antocianinas, flavonoides e &acidos
fendlicos dos frutos liofilizados de L. australis.

¢ Quantificar os niveis de polifendis totais nos frutos liofilizados de L. australis;

e Quantificar os niveis de antocianinas totais nos frutos liofilizados de L.
australis;

¢ Quantificar os niveis de cinzas totais e insolUveis em acido cloridrico nos frutos
liofilizados de L. australis;

¢ Quantificar os niveis de acucares redutores totais nos frutos liofilizados de L.
australis;

¢ Avaliar em modelo animal de obesidade o efeito do consumo preventivo dos
frutos liofilizado de L. australis no ganho de peso corporal, consumo alimentar e
gordura visceral;

¢ Avaliar em modelo animal de obesidade o efeito do consumo preventivo dos
frutos liofilizado de L. australis sobre peso dos 6rgaos;

¢ Avaliar em modelo animal de obesidade o efeito do consumo preventivo dos
frutos liofilizado de L. australis sobre parametros de estresse oxidativo (dano oxidativo

a lipidios e proteinas e atividade da enzima catalase).
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3. METODOS

3.1TIPO DE ESTUDO

Este estudo contou com a pesquisa experimental de desenvolvimento
tecnolégico. Como modelo animal de obesidade valido, foram utilizados camundongos
com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Os mesmos apresentavam efeitos de
obesidade também observados em seres humanos, como aumento de peso corporal
correspondendo a validade de face, resisténcia a insulina e alteracao no perfil lipidico
correspondendo a validade de constructo e reducdo de peso corporal quando se é
administrado a tratamentos farmacoldgicos como a sibutramina, que afeta o apetite,

correspondendo a validade preditiva®®®.

3.2 MATERIAIS

Reagentes: Para andlises de caracterizacdo quimica e processo extrativo
foram utilizados Acido Cloridrico P.M. 36,46 (Sigma Aldrich), Acetato de Sédio P.M.
82,03 (Synth), Acido Galico P.M. 188,1 (Sigma), Folin & Ciocalteu’s Phenols P.M.
(Sigma — Aldrich), Cloreto de Sodio P.M. 58,44 (Veic), Alcool Etilico Absoluto P.A.
ACS P.M. 46,07 (Exodo Cientifica), Acido Citrico Anidro P.A. P.M. 192,13 (Synth),
Acido Férmico 85% P.A. P.M. 46,03 (Dinamica), Acetato de Etila P.A. P.M. 88,11
(Vetec), Acido Acético Glacial P.A. ACS P.M. 60,05 (Fmaia). Para andlise de
substancias reativas ao &cido tiobarbitdarico - TBARS foram utilizados 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich) e &cido tricloroacetico 10% (Vetec). Para as
analises de carbonil foram utilizados dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich), acido
tricloroacetico 20% (Vetec), dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich). Para andlise das
enzimas Superoxido dismutase — SOD foram utilizados adrenalina (Sigma-Aldrich) e
glicina-NaOH (Synth).

Equipamentos: agitador magnético (752A, Fisatom), balanca analitica (M214A,
BEL engeening), banho-maria (DeLeo equipamentos laboratoriais), espectrofotometro
(NOVA1103, Novainstruments), espectrofotdmetro (U2010, Hitachi), estufa de
secagem (DelLeo), Freezer (F21, Eletrolux), homogeneizador potter (Marconi), leitor
de microplaca (TP reader, Thermo Plate), medidor de pH (pHB500, ION),



39

microcentrifuga refrigerada (NT805, Novatecnica), osmose reversa (RO/0520,

Permution), refrigerador (R270, Eletrolux), Vortex (Biomixer).

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo envolveu duas etapas que foram importantes no processo da
pesquisa. A primeira etapa ocorreu a coleta, caracterizacao botéanica dos frutos de L.
australis, seguido de liofilizagdo dos mesmos e a caracteriza¢do quimica dos FLLA. A
segunda etapa consistiu em avaliar o efeito preventivo dos FLLA em modelo animal

de obesidade, como demonstra a figura 12.

COLETA DOS FRUTOS
DE Lesnars ausiraks

CARACTERIZACAD LICIFILLTAGAC
BOTANICA DO FRUTO
FRIMERA | | CARACTERLZAGAD QUIMICA DO
ETAFA FRUTD LIOFILIZADC
] 1 1 | | 1 | ]
PERFIL SUBSTANCIAS DETERMINACAD CETERMINAGAD CIMZAS TOTAIS E ACUCARES
CROMATOGRAFIC ToTas DE POLFENGIS OE ANTOCIANINAS MSOLUNVEIS EM REDUTORES
EXTRAVEIS TOTAIS TOTAIS ACIDO TOTAIS

l | [ l

p— -

AVALIACEAD DO FRUTO
LIOFILZALDC) EM MODELD
AMIMAL DE OBESIDADE

SEGUNDA GANHO DE PESOE PESD DA GORDURA, PARAMETROE ANTIMFLAMATORIOS E
ETAPA (= CONSUMO MESENTERICA E DOS DE ESTRESSE OXIDATIVE
ALIMEN AR ORGAGS I
1 1 1 1 1
PARAMETROS DA DXIATIVG DA CKIATIVG KIVEL LE ATIVIDADE DA
IMFILAMATORIOS A LIFIDICS EM PROTEINAS TS LVRES EMTIMSE CAT

e e e e e . . o o . o o . o o e

Figura 12 - Delineamento do estudo.

3.4 COLETA E CARACTERIZACAO BOTANICA DA MATERIA PRIMA VEGETAL
(MPV)

A espécie vegetal foi coletada na regido de Orleans — Santa Catarina
(28°16°36.5”S 49°13’08.6"W) e identificada pelo botanico da UNISUL Japser José
Zanco e uma exsicata foi depositada no Herbario Laelia purpurata na UNISUL.

Os frutos foram coletados e imediatamente colocados sob refrigeragdo em

isopor com gelo para posteriormente serem congelados a -20°C.
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3.4.1 LIOFILIZACAO DOS FRUTOS

Os frutos da espécie L. australis congelados a temperatura inferior a -10°C,
foram levados ao liofilizador Enterprise | Terroni e mantidos sob pressao inferior a 120
pMHg. A temperatura do condensador variou de — 43°C a — 46°C. Os frutos foram
mantidos no liofilizador até tornarem-se quebradicos.

O teor de umidade dos frutos liofilizados foi realizado através do método
gravimétrico'®®, em que 0,2 g de fruto liofilizado e triturados de L. australis foram
adicionados a cépsulas de porcelana previamente taradas e levados a estufa por 1
hora. Apds este periodo, as capsulas de porcelana foram colocadas em dessecador
provido de silica até resfriamento, para serem novamente pesadas e levadas
novamente a estufa. Este procedimento foi realizado até que ndo houvesse diferenca
superior a 2% entre as pesagens. O teor de umidade foi calculado a partir da equacéo

1, onde MI= massa inicial da capsula, MF= massa final da capsula.

(MI-MF)x100
MI

TU%) = ( ) - 100 Eq. (01)
O teor de umidade dos frutos in natura de L. australis foi realizado de acordo

com a descricdo acima, utilizado 50 g de fruto picado.

3.5 CARACTERIZACAO QUIMICA
3.5.1Perfil cromatografico

O perfil cromatografico foi obtido em placas para HPTLC de vidro, cobertas com
Silica Gel 60, espessura da camada de 0,2 mm (Merck). Amostras dos frutos
liofilizados e triturados foram previamente solubilizadas em etanol acidificado com 1
% de acido citrico por 2 horas e em seguida aplicadas na placa com auxilio de seringa
CAMAG 100 pL utilizando um aplicador Linomat S. Como fase maével foi utilizado uma
mistura de acido aceético glacial: acido férmico: agua purificada: acetato de etila
(11:11:27:100)*°*. O desenvolvimento da placa ocorreu em tanque Camag ACD 2,

sendo 0 mesmo saturado com a fase movel durante 10 minutos. O comprimento total
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do desenvolvimento da placa foi de 7 cm. Subsequente ao desenvolvimento, a placa
passou por processo de secagem no mesmo tanque, em corrente de ar, durante 10
minutos e em capela de exaustao por mais 20 minutos.

Como revelador foi utilizado, primeiramente, reagente natural, que aumentam
o pH da placa mudando a coloracdo dos compostos antocianicos e dos flavondides.
Apos secagem do primeiro revelador, a placa de vidro foi colocada em contato com
vapores de acido cloridrico que diminuem o pH da placa de vidro fazendo com que os
compostos antocianicos retornem a coloracao inicialt®®. Uma segunda cromatografia
foi realizada afim de identificacdo de flavondides e &cidos fendlicos. para tal, foi

utilizado como revelador o reagente natural, indicado para flavonoides®2.

3.5.2 Determinacdo de substancias totais extraiveis nos FLLA

Para determinagdo de substancias totais extraiveis (STE)'® foi utilizado 0,5¢g
de fruto liofilizado e triturado de L. australis e 20 mL de agua, etanol ou etanol 80%
acidificado com 1% de &cido citrico como solvente extrator, mantidos sob agitacao
(260 rpm) por 24 horas. Apos este periodo, as solugcbes preparadas foram filtradas.
Aliguotas de 15 mL das solucdes foram colocadas em capsulas de porcelana
devidamente taradas. As amostras ficaram em estufa a 100°C por 2 horas. Apés
resfriamento em dessecador provido de silica, as capsulas de porcelana foram
pesadas e novamente colocadas em estufa por mais 1 hora. Este procedimento foi
repetido até que ndo houvesse variacdo superior a 2% entre duas pesagens. As
analises foram feitas em triplicata.

As STE, expressas em porcentagem, foram calculadas utilizando equacéo 2,
onde MF= massa final da capsula, MI= massa inicial da capsula, VTE= volume total
no momento da extragdo, VC= volume adicionado na capsula e MPV = quantidade de

matéria-prima vegetal adicionada no momento da extragao.

(MF-MI)XVTE

sTEON =

)x100

Eq. (02)



42

3.5.3 Determinacéo de polifendis totais nos FLLA

A determinacgéo de polifendis totais (PT) foi realizada de acordo com o0 método
Folin-Ciocalteu descrito por Everette e colaboradores!®3, De acordo com o método
citado, as solucdes foram preparadas conforme descrito abaixo:

1 - Solucéo Diluicdo metanol: agua (60: 40) (SD): 40 mL de agua destilada foram
transferidas para um bal@o volumétrico de 100 mL e completado o volume
com metanol.

2 - Solucdo Folin-Ciocalteu 10%: 10 mL do reagente Folin-Ciocalteu foram
transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume
com agua destilada.

3 - Solugcado Carbonato de Sédio 7,5%: 7,5 g de carbonato de sédio foram
dissolvidos em um béquer com agua destilada, transferidos para um baldo
volumétrico de 100 mL e completado o volume com agua destilada.

4 - Solucdo-mde Padrdo a 0,1 mg/mL de &acido galico: foi dissolvido
imediatamente antes do uso 0,100 g de &cido galico em baldo volumétrico
com 100 mL de solucao de diluicdo metanol: agua (60:40). Foi transferido 1
mL desta solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL, e completado o

volume com soluc¢éo de diluicdo metanol: agua (60:40).

3.5.3.1 Preparo da curva analitica de &cido galico

A quantificacdo do total de fendis foi realizada através de uma curva padrao
preparada com acido galico e expressa como equivalente de acido galico nas
concentracdes determinadas!®®. As solucGes de acido galico para preparo da curva
padrdo foram preparadas conforme descrito abaixo:

e Solucdo a 0,0080 mg/mL: 0,040 mL da solucédo-mée padrdo a 0,1 mg/mL +

0,460 mL de agua destilada, totalizando 0,500 mL.

e Solucdo a 0,0160 mg/mL: 0,080 mL da solugdo-mae padrdo a 0,1mg/mL +

0,420 mL de agua destilada, totalizando 0,500 mL.

e Solucdo a 0,0240 mg/mL: 0,120 mL da solugdo-mae padrdo a 0,1mg/mL +

0,380 mL de agua destilada, totalizando 0,500 mL.

e Solucdo a 0,0320 mg/ mL: 0,160 mL da solugdo-mae padréo a 0,1 mg/mL +

0,340 mL de agua destilada, totalizando 0,500 mL.
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e Solucdo a 0,0400 mg/mL: 0,200 mL da solugédo-mae padréo a 0,1 mg/mL +
0,300 mL de 4gua destilada, totalizando 0,500 mL.

e Solucédo a 0,0500 mg/mL: 0,250 mL da solucédo — mée padrao a 0,1 mg/mL de
acido gélico + 0,250 mL de agua destilada, totalizando 0,500 mL.

Para reacdo com Folin-Ciocalteu, foram adicionados em eppendorf de 2,5 mL,

0,500 mL das solucbes padrdes de acido galico, 0,750 mL da solucdo de Folin-

Ciocalteu 10% e 0,250 mL da solucdo de carbonato de sodio 7,5%, mantidos em

banho termostatizado a 50°C por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada

utilizando espectrofotdmetro de absorcdo UV-Visivel (LGS 53) a 760 nm. Com 0s

valores das absorbancias e da concentracdo das solu¢des foi obtido uma reta de

calibracdo. A partir da reta, foi possivel determinar a equacdo da reta e o valor de

coeficiente de correlacdo que foram utilizados nas andlises de PT das amostras de L.

australis.

3.5.3.2 Determinacado de PT nos FLLA

Para a determinagéo dos PT foi utilizado 0,250 g de fruto liofilizado e triturado
adicionados a 10 mL de etanol 80% acidificado com 1% de acido citrico, mantidos sob
agitacao (260 rpm) por 24 horas. Apoés este periodo a solucao foi filtrada e diluidas em
uma proporcdo de 1:96 (amostra pura: 4gua). Para a reacdo com Folin-Ciocalteu®?
foram adicionados em eppendorf de 2,5 mL, 0,500 mL das amostras diluidas, 0,750
mL da solucdo Folin-Ciocalteu 10% e 0,250 mL da solucdo de carbonato de sédio
7,5%. Essa mistura mantida em banho termostatizado a 50°C por 10 minutos.
Imediatamente, apds o aquecimento, foi realizada a leitura da absorbancia a 760 nm
atraves de um espectrofotdmetro de Absorcdo UV-Visivel (LGS 53). Com o branco foi
utilizado 0,500 mL de agua, 0,250 mL de solucéo a 10% de carbonato de sodio e 0,750
mL de solugcédo a 10% de Folin-Ciocalteu. Os valores de absorbancia foram aplicados
na equacao da reta produzida com acido galico e multiplicados pelo fator de dilui¢cdo
da amostra. O teor de PT foi expresso em miligrama de acido galico por grama de

fruto. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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3.5.4 Determinacédo de antocianinas totais nos FLLA

A determinacdo antocianinas totais (AT) nos FLLA foi realizada de acordo
método pH diferenciall®. Pigmentos de antocianina podem sofrer transformacées
estruturais reversiveis com uma alteracdo no pH que se manifestam por diferentes
espectros de absorcédo®?. A coloracdo na forma oxonium (cation positivo de oxigénio
que possui trés ligacdes) predomina a pH 1,0 e a forma de hemicetal incolor em pH
4,5. O método de pH diferencial baseia-se nesta reacao e permite a medi¢do precisa
e rapida das AT, mesmo na presenca de pigmentos degradados polimerizado e outros

compostos interferentes.

3.5.4.1 Preparo das solugbes tampao para quantificagdo de antocianinas por pH
diferencial

As solucGes tampdao foram preparadas de acordo com Lee e colaboradorest®,
Para o tampdao de pH 1,0 foi pesado cerca de 0,465 g de cloreto de potassio (KCI) em
uma proveta e adicionado agua de osmose reversa até cerca de 245 mL, e, em
seguida 1,57 mL de HCI P.A. O pH foi medido e ajustado a 1,0 (+ 0,05) com solucéo
de HCI 0,1 M. A solucdo foi transferida para um balédo volumétrico de 250 mL e diluida
até o volume total do baldo com agua de osmose reversa.

Para o tampéo de pH 4,5 foi pesado cerca de 13,6075 g acetato de sodio
(CH3CO2Na-3H20) em uma proveta e adicionado agua de osmose reversa até cerca
de 240 mL. O pH foi medido e ajustado a 4,5 (£ 0,05) com HCI 0,001 M. A solucéo foi
transferida para um balé@o volumétrico de 250 mL e diluida até ao volume total do balédo

com agua de osmose reversa.

3.5.4.2 Quantificagédo espectrofotométrica de antocianinas totais por pH diferencial

Para quantificacdo de AT, 0,250 g de FLLA, foram adicionados a 10 mL de
etanol 80% acidificado com 1% de acido citrico e mantidos sob agitacao (260 rpm) por
2 horas®.

Quanto as amostras com pH 1,0, aliquota de 2 mL da solug&o dos frutos foram

transferidos para baldo volumeétrico de 10 mL. O volume do baldo foi completado com
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solucdo tampao pH 1,0. Imediatamente, apds a mistura, foi realizada a medida
espectrofotomeétrica entre 360 e 800 nm.

Para as amostras com pH 4,5, 2 mL da solug&o dos frutos foram transferidos
para baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baldo foi completado com solugéo
tampéao pH 4,5. Logo apds a mistura foi realizada a medida espectrofotométrica entre
360 e 800 nm.

A fim de ndo exceder a capacidade do tampéo, a amostra ndo excedeu 20%
do volume total. Por meio da equacao 03, foi determinado a absorbancia, onde Aavis-
max foi 0 pico de absorbancia encontrada na faixa de 420 nm e Asoo foi a absorbancia

encontrada na faixa de 800 nm.

A= (Alvis—max - ASOO)le'O - (A)\vis—max - ASOO)pH4'5 Eq. (03)

A concentracdo de AT foi de acordo com Giusti'®®, determinada pela equacéo
04. Onde MW é o peso molecular (449,2), A é a absorbancia (Eq. 3), FD é o fator de
diluicdo, e € é a absortividade molar (26,900). O MW e ¢ usada nesta férmula
correspondem a antocianina cianidina-3-glicosideo. A equacédo apresentada abaixo

assume um caminho Optico de 1 cm.

MW XAXFD

AT(mg/g) = — Eq. (04)

3.5.5 Determinacgéo de cinzas totais

Para a determinacao das cinzas totais, que incluem cinzas fisiolégicas e cinzas
ndo fisioldgicas!'®, foi pesado 1 g de fruto liofilizado e triturado em capsulas de
porcelana previamente taradas. As capsulas foram levadas a mufla sob temperatura
de 600 = 25°C por 4 horas. Apoés resfriamento em dessecador provido de silica, as
capsulas foram pesadas e levadas novamente a mufla por 30 minutos. Este
procedimento foi realizado até que ndo houvesse variagcdo superior a 1% entre as
pesagens. A porcentagem de cinzas totais foi realizada em relagcdo a massa inicial do
fruto (1 g).
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3.5.6 Determinacéo de cinzas insoluveis em acido cloridrico

Para a determinagédo de cinzas insolaveis em &cido cloridrico, o residuo obtido
na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante 5 minutos com 25 mL de acido
cloridrico a 7% em Becker coberto com vidro de reldgio. Apés este periodo, o vidro de
relogio foi lavado com 5 mL de agua quente, juntando a agua de lavagem ao Becker.
A solucdo foi filtrada com papel de filtro isento de cinza. O papel de filtro contendo o
residuo foi transferido para a capsula de porcelana e levado a mufla a temperatura de
500°C + 25°C até obtencéo de peso constante. A porcentagem de cinzas insoluveis

em acido cloridrico foi calculada em relacao ao fruto adicionado (1 g).

3.5.7 Teor de acUcar

O teor de acucares redutores foi determinado através da metodologia de

Mendonga e colaboradores'® com modificagdes.

3.5.7.1 Preparo de Solucdes

1- Solucdo padréo de glicose ou frutose a 10,0 g/L: Foi pesado em balanca
analitica 0,5 g de glicose, em seguida dissolvido em aproximadamente 20 mL
de éagua destilada sob agitacdo constante, transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL e o volume completado com agua destilada e
homogeneizado. Esta solucéo foi preparada e utilizada no dia da analise.

2- Reagente acido dinitrossalicilico (DNS): Para o preparo do reagente DNS,
inicialmente foi pesado 0,2245 g de acido 3,5 dinitrossalicilico e 0,419 g de
NaOH e dissolvido em 30 mL de &gua destilada. A solucéo foi agitada e
armazenada em frasco ambar em refrigerador.

3 - Solucdo de tartarato duplo de sodio e potassio: Foi pesado 1,51 g de
tartarato duplo de sodio e potassio tetrahidratado (KNaCsH4Oe.4H20) e
dissolvido em 100mL de agua destilada. A solugéo foi armazenada em frasco
ambar em temperatura ambiente.

4 - Preparo dos FLLA (2 g/L): Aliquota de 0,05 g de FLLA foi adicionado em
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com agua destilada. A

amostra diluida foi colocada em agitador magnético por 15 minutos a 200 rpm
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centrifugada a 15.000 rpm por 15 minutos. Aliquota de 1,0 mL do

sobrenadante foi utilizado no teste de DNS.

3.5.7.2 Curva de Calibracao

A analise de acucares redutores dos FLLA foi realizada através de uma curva
padrao preparada com glicose. As solucbes de glicose foram preparadas nas
concentracdes entre 1,0 g/L — 6,0 g/L a partir da solucdo padréao de glicose a 10,0 g/L
e a absorbancia das mesmas foi verificada a 540 nm. As concentracfes das solucdes
de glicose (g/L) foram plotadas no eixo Y e a absorbancia (ABS) das solucdes no eixo

X, e calculado a equagéao da reta.

3.5.7.3 Analise de acucares redutores nos FLLA

Aliquota de 1,0 mL da amostra preparada no item foi transferida para tubo de
ensaio e adicionado 1,0 mL do reagente DNS. A solucéo foi agitada e aquecida em
banho maria a 100°C por 5 minutos. O tubo de ensaio foi resfriado em banho de gelo
por 5 minutos. Apds resfriamento, foi adicionado 16 mL da solucdo de tartarato duplo
de sddio e potassio. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 540
nm, apods zerar o aparelho com o branco. O branco consiste na substituicdo do volume
de amostra ou solucao de glicose por agua destilada (1,0 mL). A partir da equacao da
reta, obtida na determinacdo da curva-padrdo, foi calculado a concentracdo de

acucares redutores na amostra.

3.7 AVALIACAO DO EFEITO DO CONSUMO DE FLLA EM MODELO ANIMAL DE
OBESIDADE

3.7.1 Animais

Foram utilizados 60 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 28 dias
de idade, pesando inicialmente em média 30 g. Os camundongos tiveram livre acesso
a agua e racado e foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12 horas cada e

temperatura de 23 + 1°C.
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3.7.2 Local de realizacéo

O procedimento experimental foi realizado no Laboratdrio de Neurobiologia de
Processos Inflamatorios e Metabdlicos, Bloco da Saude, UNISUL, Tubaréo/SC.

3.7.3 Desenho experimental

Foi avaliado o efeito preventivo da administragdao dos FLLA em modelo animal
de obesidade de acordo como delineamento apresentado na Figura 13.
Camundongos Swiss machos (n= 40) foram recebidos no biotério com 28 dias de
idade, dois dias antes do inicio do experimento para ambientacdo e minimizacédo do
estresse dos animais. Esses animais foram pesados e separados em 4 grupos: grupo
controle n&o obeso — CGC (n= 10); grupo controle obeso — CGO (n=10); grupo fruto
controle — FGC (750 mg/Kg) (n=10) e grupo fruto obeso — FGO (750 mg/Kg) (n=10).
A administracdo diaria de salina (grupo controle) e de FLLA (< 250 um), equivalente a
2,34 mg/Kg de antocianinas, foi realizada através de gavagem.

A partir do quadragésimo dia, a dieta normolipidica dos grupos obesos (CGO e
FGO) foi substituida por dieta hiperlipidica (ad libitum) por 56 dias para a inducéo da
obesidade. A administracdo de salina e FLLA foram realizadas até o ultimo dia de
experimento!®>1% em que todos os animais tiveram livre acesso a agua e ragéo

(padrao ou hiperlipidica) durante o experimento.
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* ESTRESSE OXIDATIVO
* ATIVIDADE DA CAT

Figura 13 - Desenho experimental.
Legenda: GC: Grupo Controle ndo Obeso; GO: Grupo Controle Obeso; CGC: Grupo
Controle Salina; FGC: Grupo Fruto Controle; CGO: Grupo Salina Obeso; FGC: Grupo Fruto Obeso.

As racdes padrdo e hiperlipidica dos animais foram adquiridas da mesma
empresa especializada em desenvolvimento e producéo de dietas padronizadas para
experimentacdo animal (PragSolucBes Biociéncias — PragSolucdes Comércio e
Servicos Ltda — ME), pois os ingredientes e a quantidade de micronutrientes da racéo
poderiam variar de uma marca para outra e isso poderia interferir nos resultados do
estudo. A diferenca entre as racgoes foi a adicdo de 60% de banha de porco na ragéo
hiperlipidica, fonte de gordura saturada?®, utilizada para induzir obesidade.

As informacdes de macronutrientes e valor cal6rico dos ingredientes das
racoes estdo descritas nos Quadros 6 e 7, valores estes baseados nos laudos
fornecidos pelo fabricante e em estudos realizados por Cintra e colaboradores!®’ e
Razolli e colaboradores?®.

Quadro 5 - Composicao e valor calérico das dietas utilizadas Inicio
Composicao e valor caldrico a cada 1000g (1kg) de racéao

Racao controle Racao hiperlipidica

Ingredientes g/kg Kcal/kg o/kg Kcal/kg
Amido de milho 427,5 1710 1155 462




50

Continuacao

Caseina 200 800 200 800
Amido dextrinizado 100 400 100 400
Oleo de soja 40 360 40 360
Banha de porco - - 312 2808
Celulose 50 - 50 -
Mix de minerais 35 - 35 -
Mix de vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Bitartarato de colina 2,5 - 2,5 -
Butil hidroxitolueno (BHT) 0,028 - 0,028 -
Total 1000,028 3798 1000,028 5358

Fonte: Adaptado de Cintra e colaboradores e Razolli e colaboradores196:197

Quadro 6 - Percentual de macronutrientes das dietas utilizadas.

Percentual de macronutrientes

Racéao controle (%)

Racao hiperlipidica (%)

Carboidratos 69 26
Proteinas 21 15
Lipidios 10 59

Fonte: adaptado de Cintra e colaboradores e Razolli e colaboradores96.197

3.7.4 Consumo alimentar

O consumo alimentar foi verificado a cada dois dias e calculado por meio da

diferenca entre a racdo ofertada e as sobras?°!. Essa avaliacao foi realizada durante

todo o experimento para acompanhar a aceitacdo da dieta hiperlipidica. Sendo assim,

foi possivel detectar alteragbes e influéncias ambientais, bem como acompanhar a

relacdo com a evolucéo do peso. O consumo alimentar médio diario foi expresso em

kcal e kcallg.
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3.7.5 Peso corporal

O peso corporal dos animais foi calculado semanalmente onde foram avaliadas
as diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Estes dados foram
importantes para a verificacdo do efeito preventivo dos frutos liofilizados da espécie L.
australis em relacdo a inducdo da obesidade. O peso corporal dos animais foi
expresso em grama (g) e o guanho de peso dos mesmos foi expresso em

porcentagem (%).

3.7.6 Procedimento de Morte Indolor Assistida

No dia do procedimento de morte indolor assistida (MIA) os animais foram
pesados e anestesiados com xilasia e ketamina para a realiza¢do da puncao cardiaca
do sangue. Apés a puncdo foi realizado a decapitacdo. O procedimento foi realizado

por médico veterinario responsavel pelo biotério na UNISUL, campus de Tubaréo.

3.7.7Retirada de estruturas

3.7.8 Posterior ao procedimento de MIA, a cavidade abdominal foi aberta e a gordura
visceral foi retirada de acordo com os métodos de Johnson e Hirsch?%2. O tecido
adiposo das regides mesentérica, epididimal e retroperitoneal foram pesados em
balanca de alta preciséo e os valores somados corresponderam a quantidade de
gordura visceral (g)2°. O hipotalamo, estomago, coracdo, pulmao, figado, rim e
baco também foram dissecados, pesados e armazenados a — 80°C para serem
utilizadas nas analises de parametros inflamatérios e estresse oxidativo.

Determinacdo de parametros de estresse oxidativo e inflamatorios

Os parametros de estresse oxidativo e inflamatérios foram realizados no
Laboratério de Neurociéncia Experimental - LANEX, da UNISUL — Pedra Branca -

Palhoca.
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3.7.8.1 Dano oxidativo em lipideos

O dano oxidativo em lipideos foi avaliado de acordo com os métodos de Draper
e Hadley?%4?%5> através da formacédo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS do inglés — Thiobarbituric acid reactive substances). Para tal, foram utilizadas
amostras de figado e gordura mesentérica dos camundongos submetidos a modelo
animal de obesidade. As amostras foram misturadas com 1 mL de &acido tricloroacético
10% e 1 mL de &cido tiobarbittrico 0,67 %. Posteriormente, foram aquecidas em
banho de agua fervente (100°C) durante 30 minutos. Os equivalentes de
malondialdeido foram determinados pela absorbancia em 532 nm, utilizando-se
1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos em

nmol / mg de proteina.

3.7.8.2  Dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela medida de grupos
carbonil conforme descrito por Levine e colaboradores?. Para tal, foram utilizadas
amostras de figado e gordura mesentérica dos camundongos submetidos a modelo
animal de obesidade. As amostras foram precipitadas em adicdo de acido
tricloroacético 20% e as proteinas foram dissolvidas com dinitrofenilidrazina (DNPH).
O conteudo dos grupamentos carbonil foi medido pela absorbéancia em 370 nm através
do espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.7.8.3  Concentracéo de tidis livres

A concentragdo de tidis livres foi determinada através do método de Puhl e
colaboradores??’. Para tal, foram utilizadas amostras de figado e gordura mesentérica
dos camundongos submetidos a modelo animal de obesidade. As amostras foram
precipitadas com TCA a 10%, centrifugado, e o sobrenadante foi adicionada a DTNB
(5,599 -ditiobis-2- nitrobenzoico - 1,7 M) e Tampéao Tris-HCI (30 mM, contendo acido
etilenodiamino tetra-acético acido-3 mM de EDTA, pH 8,9). Os resultados foram
expressos em Tiol (e = 1.4156104M21cm21) em nmol/mg de proteina. Os resultados

foram expressos em nmol/mg de proteina.
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3.7.8.4 Dosagens de Proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry?°8 e a albumina sérica

bovina foi utilizada como padrao.

3.7.8.5 Atividade da enzima antioxidante Catalase

A determinagéo da atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT) foi
realizada através da mensuracao da taxa de decaimento da absorbancia do H202 em
240nm. Para tal, foram utilizadas amostras de gordura mesentérica dos camundongos
submetidos a modelo animal de obesidade. De acordo com Aebi?® a técnica baseia-
se na homogeneizacdo dos tecidos em tampao fosfato (pH 7,4) e centrifugacéo
durante 10 minutos. Na sequéncia, a um meio de reacao € adicionado uma aliquota
de amostra e 1mL de substrato contendo H20:2 e tampé&o fosfato. Os resultados foram

expressos em um/mg de proteina.

3.7.8.6 Parametros de inflamacéao

Como parametros de inflamacgéo foram avaliados os niveis de IL-13 IL-6, e IL-
10, no hipotalamo e no baco, através da técnica de imunoadsorcao ligado a enzima
(ELISA do inglés — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em leitor de microplacas
com a utilizacdo de kit comercial, conforme as recomendacfes do fabricante. Os

resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL).

3.8 VARIAVEIS

Quadro 7 — Classificacédo das variaveis. Inicio
VARIAVEL TIPO NATUREZA UNIDADE
Concentragti?a(i:lse Polifendis Dependente | Quantitativa Continua mg/g
Concentracao de antocianinas | Dependente | Quantitativa Continua mg/g
Concentracéo de cinzas totais | Dependente | Quantitativa Continua %
Conc_entrqgaq de cinzas Dependente | Quantitativa Continua %
insoluveis HCI
Concentragéo de agicares Dependente | Quantitativa Continua %

redutores
Peso Dependente | Quantitativa Continua mg/g
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Continuacao

Consumo de alimentos Dependente | Quantitativa Continua g/dia
Niveis de IL-1 Dependente | Quantitativa Continua pg/mL
Niveis de IL-6 Dependente | Quantitativa Continua pg/mL
Niveis de IL-10 Dependente | Quantitativa Continua pg/mL
Dano oxidativo em lipideos Dependente | Quantitativa Continua pg/mL
Dano oxidativo em proteina Dependente | Quantitativa Continua U/mg
aﬁ??gg%ii tiaCe£;I|2§e Dependente | Quantitativa Continua u/mg
Niveis de tibis Quantitativa Continua

3.9 ANALISE DE DADOS

Nas duas fases do estudo, as analises estatisticas foram realizadas utilizando-

se 0 programa Statistical Package for Social Science - SPSS 21, através da analise

descritiva, andlise de variancia multifatorial (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey.

Os resultados foram apresentados em média

+

estatistica sera considerada para valores de p < 0,05.

3.10 ASPECTOS ETICOS

desvio padrdo e a significancia

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina. A utilizacdo dos animais seguiu a

Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino

ou de Pesquisa Cientifica (DBCA), publicada em 2016, pelo Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), conforme o Registro 16.044.4.01.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO BOTANICA DA ESPECIE L. australis
Fotos da exsicata depositada no herbario assim como das amostras de L.

australis, coletadas na regido de Orleans/SC estdo apresentadas na figura 14 e 15

respectivamente.

Figura 14 - Exsicata da espécie L. australis.

A espécie coletada foi identificada e confirmada como sendo a espécie L.
australis e um exemplar com namero SRS 773 depositado no Herbario Laelia
purpurata da UNISUL — Pedra Branca / SC.

Nativa ndo endémica do Brasil, a L. australis € encontrada nas regides Sudeste
(Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) e Sul (Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul)!’l. Habita frequentemente sub-bosques de florestas
maduras, geralmente em orla de matas e capoeiras'®. O periodo de florescimento
desta espécie é de outubro a marco, frutificando entre janeiro e abril. A espécie L.

australis é considerada como apomitica, processo adotado por algumas espécies que
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desenvolvem, a partir do tecido que circunda o saco embrionario, gemas que originam

suas sementes sem fertilizacao floral, ou seja, assexuadamente?1°.

Figura 15: Espécie vegetal L. australis. A: Arbusto, B parte de cima da Folha; C: parte

de baixo da Folha, D: Ramos, E: Inflorescéncia, F: Fruto.

A L. australis € um arbusto pequeno (Figura 15 A), medindo entre 0,5 a 3 metros
de altura. Os ramos desta espécie (Figura 15 D) sao cilindricos, com cobertura repleta
de pelos grossos, possuindo tricomas estrelados medindo entre 3 a 4,5 mm?4. Suas
folhas possuem base oval e 4pice aguda (Figura 15 B) com uma coloragéo verde
escura e nervura basal ou curtamente suprabasal (Figura 15 C). Possuem peciolos
com comprimento entre 0,8 a 2,4 cm, lamina entre 6,5 a 10,5 X 3,0 a 6,0 cm, com
forma e consisténcia de membrana. As margens séo denticuladas, com base obtusa,

com 5 nervuras ou 5 + 2 basais a curtamente suprabasais?®*. A face das folhas é
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adaxial (com indumento estrigoso, moderado a denso e tricomas medindo entre 2,0 a
3,3 mm) e abaxial (com indumento pubescente, esparso a moderado e tricomas
medindo entre 1,5 a 2,0 mm, estrelado e moderadamente denso)?“.

As inflorescéncias da L. australis (Figura 15 E) possuem indumento vermelho
escuro a negro, e flores com corola alva e estames amarelos. O hipanto das flores
(receptaculo tubular) mede entre 3,5 a 4,3 X 2,0 a 3,0 mm, com formato campanulado
e indumento provido de pelos grossos, moderado e espalhado. O calice com tubo
mede entre 0,3 a 0,5 mm com lacinias internas, medindo entre 1,0 a 1,5 mm, com
formato triangular e apice agudo e lacinias externas medindo entre 2,3 a 3,0 mm, com
formato linear e apice aristado?*. As pétalas medem entre 3,3 a 4,3 X 1,0 a 1,4 mm,
com estame (6rgdo masculino) espessado, apendiculado com conectivo medindo 2,5
a 3,8 mm e antera com comprimento de 2,5 a 3,8 mm com coloragdo amarela®. O
ovario das flores mede entre 1,8 a 2,6 X 1,3 a 1,7 mm, com 3 léculos, com apice
desprovido de pelos e estilete (prolongamento do ovario) medindo entre 7,0 a 10,0
mm, com auséncia de pelos. As paniculas medem de 10,5 a 16,5 X 4,5 a 8,5 cm com
bracteas (por¢éo distal) entre 2,0 a 4,3 X 0,6 a 1,0 mm (lineares a lanceoladas e apice
aristado) e bractéolas medindo entre 0,8 a 1,5 X 0,4 a 0,6 mm (oblongas a lanceoladas
e apice aristado)?*. Os frutos da L. australis (Figura 15 F) s&o do tipo berry, pequenos
e suculentos, do tipo bacidio e polispérmicos, medindo entre 5,0 a 6,0 X 4,0 a 4,5 mm
e possuem entre 150 a 300 sementes, medindo entre 1,0 a 1,2 X 0,5 a 0,7 mm, com
formato piramidal a reniformes?* e quando maduros possuem coloracdo roxo escuro
(Figura 15 F).

4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS FLLA

4.2.1 Liofilizagcédo dos frutos de L. australis

O alto teor de umidade nas frutas pode causar deterioracdo rapida apos a
colheita. A liofilizagdo € um meétodo recomendado para frutas e vegetais que
contenham componentes antioxidantes sensiveis ao calor, tais como tocoferdis, acido
ascorbico, carotendides e antocianinas?!!. Esta técnica é utilizada também, para
melhorar a estabilidade dos frutos, diminuindo a atividade da agua e atividade
microbiolégica para minimizar as reacgfes fisicas e quimicas que podem ocorrer

durante o armazenamento?2,
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A liofilizacédo envolve o congelamento dos frutos e vacuo sob pressao reduzida
fazendo com que os cristais de gelo sublimem rapidamente, transformando-se em
vapor de agua, sem alterar as propriedades nutricionais?'3. Este processo remove a
agua mais eficientemente do que outros tipos de secagem sem alterar a estrutura do
material?'?.

De acordo com Gava e colaboradores?4, as propriedades quimicas e
sensoriais praticamente ndo sao alteradas, pois esse processo é realizado a baixa
temperatura e na auséncia de ar atmosférico, e quando reconstituido ou reidratado,
assemelha-se teoricamente ao produto natural. Na tabela 1 estdo apresentadas o teor

de umidade do fruto da espécie L. australis in natura e apos liofilizacao.

Tabela 1: Teor de umidade nos frutos de L. australis.

FRUTO %
In natura 85,29+1,12
Liofilizado 12,75+ 0,13

O teor de umidade encontrado para o fruto in natura de L. australis foi de
85,29%, valor semelhante ao encontrado em frutos como a pitanga (85,06%)2%°,
blackberry (amora) (84,13 - 87,92%)'75180  plueberry (mirtilo) (87,70%)"5>17,
raspberry (framboesa) (88,60%)7°, acai (85,36%)'’6, morango (92,68%)'’°, cereja
(86,43%)'7° e cranberry (oxicoco) (68,37%)*"8.

Apods o processo de liofilizacdo os frutos de L. australis apresentaram teor de
umidade (Tabela 1) equivalente a 12,75%. Este valor € semelhante com o teor de
umidade de outros estudos com frutos liofilizados considerados berries, como o
blueberry 11,25%*76, acai 18,77%?% e jabuticaba 15,33%2’.

Frutos de coloracéo roxa como a espécie L. australis, em geral, sdo ricos em
antocianinas?®21®, Entre as principais existentes, em grande parte dos frutos, se
encontram as cianidinas, sendo a cianidinas-3-O-glicosideo (CYN-3-GLU) a mais
comum?-220_Na figura 16 é apresentado a cromatografia em camada delgada (CCD)
do FLLA e do padréo de antocianina CYN-3-GLU.
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Figura 16: Perfil cromatografico de FLLA para antocianinas: (A) sem revelador, (B)

revelador reagente natural e (C) acido cloridrico 38%. (Setas indicam as bandas de

antocianinas). Legenda: CYN-3-GLU: cianidina — 3 — glicosideo.

Ao fim da passagem da fase moével pela placa de CCD, as antocianinas
aparecem com coloracao rosa (Figura 16 A). As antocianinas podem apresentar-se
em diversas coloracdes de acordo com o pH do meio em que se encontram, da sua
concentracdo, temperatura de armazenamento assim como da presenca de oxigénio,
luz e co-pigmentagéo??..

Quando em meios basicos, como o reagente natural utilizado na revelacao da
placa (Figura 16 B), as antocianinas alteram sua coloragéo de rosa para azul. Quando
estes compostos entram em contato com meios acidos, como vapores de acido
cloridrico 38% (Figura 16 C), a presenca de grupos metoxila no lugar de hidroxila,
reverte a coloracdo azulada das antocianinas para a original®??2. Desta forma é
possivel comprovar a presenca de antocianinas no FLLA.

Através da figura 16 é possivel observar que a antocianina de coloracdo mais
intensa foi identificada como sendo a CYN-3-GLU e através da intensidade da
coloragdo, esta seja, provavelmente, a antocianina majoritaria. Outras duas
antocianinas, de coloracdo menos intensa, também foram observadas, porém, ainda
ndo foram identificadas. Wu e Prior??® também avaliaram as antocianinas presentes
em berries liofilizados como framboesa preta, amora, blueberry, uva, cranberry,
marionberry, framboesa, uva vermelha, morango e cereja doce por HPLC-MS/MS e
concluiram que CYN-3-GLU foi encontrada em todas as amostras analisadas.

Uma segunda CCD foi realizada (Figura 17) a fim de identificar outros
compostos existentes nos FLLA. Para tal, foram utlizados os padrdes rutina,

catequina, epicatequina e quercetina e acido galico.
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Figura 17. Perfil cromatogréafico para flavonoides e acidos fendlicos. Sendo (1) rutina,

(2) fruto liofilizado, (3) catequina, (4) epicatequina, (5) fruto liofilizado, (6) acido galico,

(7) fruto liofilizado e (8) quercetina.

Conforme a figura 17 é possivel observar a presenca de uma variedade de
compostos, e dentre os padrbes utilizados, ndo foi identificado a presenca de
catequina, epicatequina e quercetina nos FLLA. Entretanto, foram identificados rutina
e acido galico, porém a qualidade na captacdo da imagem e provavelmente da
reduzida concentracdo de rutina e 4cido galico néo fica evidente na figura 17.

Como um flavonol glicosidico, a rutina pertence a uma importante classe dos
flavonoides, sendo extensamente encontrados na nhatureza e possui efeitos
antidiabéticos'®, anti-inflamatérios??® e antioxidante??*. Também é encontrada em
frutas como uval®4, jabuticaba'®' e blueberry!’’. JA o acido galico, pertencente a
classe dos &cidos benzoicos??®®, possui propriedades antineoplasicas,
bacteriostaticas, antimelanogénica e antioxidantes??® e € comumente encontrado em
frutos roxos, como uva'®, Goji berry??’, morango'®8, acai'®’ e mirtilo2,

Na tabela 2 estdo apresentados o teor de Substancias totais extraiveis,
Polifendis Totais, Antocianinas totais, Cinzas Totais, Cinzas insoltveis em Acido
Cloridrico e Teor de Acucar dos frutos liofilizados de L. australis.
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Tabela 2: Substancias totais extraiveis a partir dos FLLA.

FLLA
ETH 43,3+ 0,12
STE (% £ dp) H20 47,3+0,7°
ETH80AC 34,4 +£0,7°¢
PT (mg/g = dp) 442 + 2.6
AT (mg/g £ dp) 3,12+ 0,7
CT (% £ dp) 3,3+0,3
CIA (% = dp) 0,4 +0,08
TA (% £ dp) 330,02

Legenda: FLLA: Fruto liofilizado de L. australis, STE: Substéncias Totais Extraiveis, ETH: Etanol, H20:
Agua, ETH80AC: Etanol 80% acidificado com 1% de &cido citrico, PT: polifendis totais, AT:
Antocianinas totais, CT: Cinzas Totais, CIA: Cinzas InsolGveis em Acido Cloridrico e TA: teor de aglcar.
Letras diferentes diferem estatisticamente entre si.

Para verificar a concentragdo de STE dos FLLA, foram utilizados os solventes
etanol 99%, agua e etanol 80% acidificado com 1% de acido citrico. Este ultimo
solvente foi selecionado devido a sua propriedade de aumentar a estabilidade das
antocianinas®?.

O solvente utilizado influenciou diretamente no contetdo final da extracéo. A
utilizacao de agua proporcionou maior percentual de STE do fruto liofilizado enquanto
o etanol acidificado foi 0 que menor quantidade extraiu.

Os frutos liofilizados possuem elevadas concentracBes de agucares, 0s quais
apresentam elevada solubilidade em agua, fato que pode justificar a maior extracéo
ocorrida com este solvente??®. Entretanto, a reducdo do pH ocasionada pela adigdo
de &cido citrico no etanol 80% promoveu uma significativa reducéo de STE que pode
ser atribuida a modificacéo do grau de ionizacdo de componentes quimicos existentes
nos frutos, como por exemplo os acidos fendlicos assim como acido ascorbico os
quais apresentam menor solubilidade em pH reduzidos?.

A quantificacdo do teor de polifendis em alimentos agrega conhecimento
cientifico sobre a composicao nutricional dos mesmos e seus beneficios na prevencéao
de doencas. As acdes fisiologicas exercidas pelos polifendis ja foram relacionadas a
prevencdo de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, entre outras,
principalmente em funcéo da elevada capacidade antioxidante?3t, O FLLA apresentou

44,2 mg/g de PT (Tabela 2), valor superior ao crambrerry (22,5 mg/g)*’°, jabuticaba
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(31,6 mg/g)*®?, framboesa (34,33mg/g)*® e inferior a uva (65,48 mg/g)*®8, blueberry
(65,52 mg/g)'’é, amora (76,63mg/g)*e® e frutos do sabugueiro (92,90 mg/g)*ee.

Um dos principais polifenéis existentes em frutos séo as antocianinas’®. Estas
apresentam grande importancia na dieta humana, podendo ser consideradas como
agentes terapéuticos, por possuirem efeito antioxidante 1718 e anti-inflamatério!®. Os
valores de AT, equivalentes a CYN-3-GLU, foram de 3,12 mg/g de FLLA (Tabela 2).
Outros estudos realizados com frutos roxos liofilizados relatam concentragdes de AT
inferiores ao encontrado para os FLLA, como para a framboesa 0,82 mg/g* e
também valores superiores como para o cranberry 4.1 mg/g'’®, fruto do sabugueiro
11,73 mg/g*®®, amora 12,93 mg/g'®® e blueberry 13,48 mg/ g'’6.

A determinacgéo de cinzas totais e cinzas insolUveis em &cido cloridrico verifica
a guantidade de residuo mineral presente no fruto?®2, ou seja, maiores teores de
cinzas retratam maiores teores de célcio, magnésio, ferro, fésforo, sédio e outros
componentes minerais nos frutos?33. Indicam também, as impurezas inorganicas ndo-
volateis que podem estar presentes como contaminantes®. Os FLLA apresentaram
teor de cinzas totais e cinzas insollveis em &cido cloridrico de 3,3% e de 0,4%,
respectivamente, valor superior ao Saskatoon berry liofilizados que apresentam teores
de cinzas totais em torno de 1,80% 17® e 1,11% 234 respectivamente inferior a
jabuticaba, que apresentam teores de cinzas totais entre de 3,52% 217 e 4,4% 235,

Os acucares sdo componentes sollveis abundantes em berries, especialmente

glicose e frutose!’®. Como esses monossacarideos sdo aclcares redutores, os

valores de aclcares totais e de reducdo sdo semelhantes?!’. Os teor de aclicares
redutores nos FLLA foi de 33 % (Tabela 2), valor inferior ao encontrado para a
jabuticaba (49,46%)%’ e blueberry (70,65 — 63,08%)¢ liofilizados. O valor
correspondente para o fruto in natura de L. australis € de 4,95 g / 100 g, inferior ao
quantificado para berries produzidos no Brasil como blackberry (10,81 g / 100 g)7°,
red raspberry (framboesa vermelha) (9,88 g / 100 g)*’°, strawberry (morango) (6,30 g
/ 100 g)*"®, blueberry (11,54 g / 100 g)'’® e cherry (cereja) (11,94 g / 100 g)’>. O
consumo frequente de frutos como a L. australis pode vir a ser um habito
extremamente saudavel, por possuirem varios compostos bioativos, como polifenais,
principalmente as antocianinas, assim como baixo teor de agucar. Contudo, o baixo

teor de acucar diminui a palatabilidade dos mesmos, fato que pode diminuir o
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consumo, além do que, na producéo caseira de geleias e sucos, sera necessario a

adicao de acucar.

4.3 AVALIACAO DA ADMINISTRACAO DO FLLA EM MODELO ANIMAL DE
OBESIDADE

Neste estudo foi avaliado a administragéo de 750 mg/Kg de FLLA sobre o peso
corporal, ganho de peso, consumo alimentar, peso da gordura visceral, peso dos
orgaos figado, rim, baco, estomago, coracdo e pulmao, dano a lipidios e proteinas e
atividade da enzima CAT e parametros inflamatérios, em camundongos submetidos a
modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Na figura 18 é apresentado o
peso corporeo (Figura 18 A), ganho de peso (Figura 18 B) e o consumo alimentar
semanal em kcal (Figura 18 C) e kcal/g (Figura 18 D) dos animais submetidos a

modelo de obesidade.
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Figura 18: Efeito da administracdo de FLLA no peso corpéreo (A), ganho de peso (B),
consumo alimentar médio diario por semana em Kcal (C) e em Kcal/g (D) de

camundongos submetidos a modelo de obesidade. Vvalores expressos em média + desvio

padrdo, (n = 10). * versus Salina Controle e # versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA de uma via,
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seguido pelo teste de Tukey). Legenda: CGC: Controle Grupo Controle, CGO: Controle Grupo Obeso,
FGC: Fruto Grupo Controle, FGO: Fruto Grupo Obeso.

Os resultados relacionados com peso corporeo (Figura 18 A) e ganho de peso
(Figura 18 B) demonstraram que 0s grupos com dieta hiperlipidica tiveram aumento
de peso quando comparados com animais de dieta normolipidica. Este fato comprova
a inducéo da obesidade e valida o método utilizado. Com isso, a administra¢do de 750
mg/kg FLLA (equivalentes a 33,15 mg/kg de polifenois e 2,34 mg/kg de antocianina)
nao proporcionou reducdo destes parametros em nenhum grupo tratado. Em relagéo
ao consumo alimentar, os resultados demonstraram que a administragao preventiva
de FLLA n&o influenciou estatisticamente na quantidade de kcal e kcal/g ingerida pelos
animais em todo o estudo.

Alguns estudos relatam que administracdo de antocianinas purificadas
desempenham um papel importante na reducéo de peso de animais submetidos a
modelo de obesidade?3%23’, Entretanto, em outros estudos, o consumo de frutos
liofilizados como fonte de antocianinas adicionados a dieta rica em gordura também
nao promoveu efeitos sobre ganho de peso e gordura corporal em modelos
animais?36-2%_ Este diferente comportamento pode ser explicado devido a presenca
de outros compostos nos frutos que podem retardar ou impedir a absorcéo destas?®,
ou ainda pela dosagem de antocianina administrada no presente estudo (2,34 mg/g
de antocianina), concentracdo muito inferior do que a utilizada em estudos com
antocianinas puras que foram utilizadas doses de 10 g/kg de antocianina?®’.

O peso da gordura visceral (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) também
pode ser utilizado como indicador de obesidade'®’. Na figura 19 é apresentado o efeito
da administracdo do fruto sobre o peso das gorduras epididimal (Figura 19 A),
retroperitoneal (Figura 19 B), mesentérica (Figura 19 C) e total (Figura 19 D) de
camundongos submetidos a modelo de obesidade.

Observa-se na figura 19 que néo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
para os pesos de gordura epididimal (Figura 19 A), gordura retroperitoneal (Figura 19
B) e gordura total (Figura 19 D). Porém, ao avaliar a gordura mesentérica dos animais
(Figura 19 C), pode-se observar que os grupos alimentados com dieta hiperlipidica
obtiveram peso superior ao grupo alimentado com dieta normolipidica (grupo

controle). Entretanto, a administragcédo preventiva de 750mg/Kg de FLLA na dieta dos
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grupos nao foi suficiente para reverter, estatisticamente o conteudo de gordura

mesentérica.
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Figura 19: Efeito da administracdo do FLLA sob as gorduras epididimal (A),
retroperitoneal (B), mesentérica (C) e total (D) de camundongos submetidos a modelo

de obesidade. Valores expressos em média + desvio padréo, (n = 10). * versus Salina Controle e #

versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: FLLA:

Fruto Liofilizado de L. australis.

O acumulo de gordura®®® na obesidade pode ocorrer em tecidos como o
coracdo?®, pulmao?? e estdmago?*° prejudicando a funcdo normal desses 6rgéos.
Alguns estudos correlacionam a utilizacdo de frutas com alto teor em flavonoides e
antocianinas, como cranberry e a jabuticaba, com um melhor funcionamento destes
érgéos por possuirem atividades anti-inflamatérias e antioxidantes?3%-242, O resultado
do efeito do consumo de FLLA sobre o peso do coracao, pulméo e estdbmago também
foram avaliados e os resultados estdo apresentados na figura 20.

A obesidade induzida por dieta hiperlipidica ndo ocasionou aumento de peso
nestes o6rgdos, assim como os FLLA, também n&o produziram alteracdes

guantificaveis gravimetricamente.
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Figura 20: Efeito da administracao do fruto sobre os 6rgéos estémago (A), coracao (B)

e pulméo (C) de camundongos submetidos a modelo de obesidade. Vvalores expressos
em média * desvio padrdo, (n = 10). (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda:
FLLA: Fruto Liofilizado de L. australis.

Os 6rgaos figado, rim e baco sao responsaveis por diversas etapas metabdlicas
e/ou de manutencédo da homeostase do organismo animal e humano. Alteracdes de
peso destes 6rgdos podem ser indicativos de sobrecarga, mal funcionamento ou de
acumulo de gordura nos mesmost18:243-249,

O figado é o unico 6rgao responsavel pela sintese de gorduras e de reserva de
provenientes do excesso de carboidratos da dieta?*3244. A alterac@o no peso deste
orgao pode estar associada ao acumulo de gordura e sobrecarga do mesmo através
da diminuicdo da sintese de triacilglicerol**” ou pela oxidacdo e secrecdo de
lipoproteinas?®, influenciada pela dieta rica em lipideos?43244, levando a ativacdo da
inflamacéo, gerando a esteatose hepatica?>!, ou pode ser indicativo da toxicidade da
dietal!®. Na figura 21 estédo apresentadas as variacdes de peso do figado, baco e rim
dos animais ap0s a administracdo de dieta normo e hiperlipidica associada ou néao
com FLLA.



67

B FIGADO 9 RIM
40 - * 1.0 +
35
30 4 # 03 1
1 ; T T 06 - I '

2,0 = WSAUNA = = m SALINA
15 4 OFLLA 04 OIFLLA
ahdll 02
05 4
00 - 0.0 -

CONTROLE OBESO CONTROLE DBESO
c BACO
0,25
-
0,20 ,
0,15 ¥

W SAUNA
O FLLA

0,00 -
CONTROLE OBESO

Figura 21: Efeito da administracdo do FLLA sob o peso dos 6rgaos figado (A), rim (B)

e baco (C) de camundongos submetidos a modelo de obesidade. Valores expressos em
média £ desvio padrdo, (n = 10). * versus Salina Controle e # versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA

de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: FLLA: Fruto Liofilizado de L. australis.

A administracdo dos FLLA néo proporcionou alteracéo significativa no peso do
figado nos animais que foram submetidos a dieta normolipidica e FLLA, quando
comparado com os animais do grupo controle (Figura 21 A), indicativo de que a dieta
normolipidica, assim como a dose de fruto liofilizado, ndo causou sobrecarga ou danos
visiveis a este 6rgdo. Assim, para 0os animais que receberam dieta hiperlipidica sem
FLLA apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no peso deste érgao. A
administracdo concomitante da dieta hiperlipidica com FLLA proporcionou a
manutencdo do peso normal do figado. Outros estudos realizados com frutos roxos
liofilizados também obtiveram o efeito de reducéo no peso do figado de animais
obesos, como Lonicera caerulea berry?>?, blueberry?53.254 e a framboesa preta?>32%4,

Evidéncias crescentes sugerem que os polifendis tém um potencial significativo
na reducdo do peso/tamanho do figado (esteatose) em animais submetidos & modelo
de obesidade?®5-2%0, Van Hul e colaboradores?®® avaliaram o efeito do consumo de
casca de canela (2 g/kg) e bagaco de uva (8,2 g/kg), em camundongos C57BL/6J (9
semanas de idade) alimentados com uma dieta rica em gordura por 8 semanas. Os

autores relataram que houve diminuicdo do peso corporal e da inflamacéao do tecido
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adiposo. Estes efeitos foram associados com a diminuicdo da esteatose hepatica e
pela diminuicdo dos niveis plasmaticos de acidos graxos gerados pelo consumo de
polifendis provenientes da casca da canela e do bagaco da uva.

Rodriguez-Gonzalez e colaboradores?®® avaliaram o efeito do consumo diario
de polifenois (230,83 e 140,41 mg/kg de peso corporal/dia) provenientes do bagaco
de péssego sobre a resisténcia a insulina e esteatose hepatica em ratos submetidos
a modelo de obesidade. O consumo de polifendis promoveu diminui¢cdo nos niveis de
esteatose hepatica assim como a diminui¢éo de triglicerideos no figado.

Alguns trabalhos relatam ainda que as antocianinas (polifenol encontrado nos
FLLA), presentes nos frutos foram encontradas no figado, tanto na forma intacta ou
metabolizada?*®-24, e que estas podem modular o metabolismo lipidico e a deposicéo
de gordura neste 6rgdo'#’?61, e, ainda podem reduzir o acUmulo de lipidios
hepatocelulares?%?-266 através da inibicdo da lipogénese?®’ e promovendo a lip6lise?62-
264.

As antocianinas séo, em parte, metabolizadas e excretadas pela via renalt'8245-
247 sendo assim a administracdo dos FLLA juntamente com a administracdo da dieta
hiperlipidica poderia ocasionar uma sobrecarga deste 6rgdo. Contudo, o consumo
preventivo dos FLLA pelos camundongos, submetidos a modelo de obesidade desde
a idade jovem (40° dia de vida)l’®> até a velhice (96° dia de vida)'’®, ndo gerou
diferencas estatisticas na pesagem dos rins (Figura 21 B) entre os grupos. Este dado
pode ser utilizado também como indicativo de seguranca no uso continuo dos FLLA.

Em relacdo ao baco (Figura 21 C), os animais obesos apresentaram aumento
de peso significativo quando comparado com o controle (p<0,001). A administracao
do fruto liofilizado aos animais obesos proporcionou a manutencdo do peso
semelhante ao grupo controle.

O baco é o principal érgdo linfoide do organismo e possui papel crucial na
resposta imunoldgica?4824°, A esplenomegalia (aumento no peso do baco) e a lipélise
ja foram relacionados com inflamacgéo sistémica correlacionando esses eventos com
o aumento de citocinas proé-inflamatérias, como IL-1B e IL-6%%® e diminuicdo de
citocinas anti-inflamatérias como a 1L-102482%9 em patologias com fator inflamatério
envolvido?%8,

Compreende-se desse modo, que a obesidade gera um processo inflamatério
crénico de baixo grau®®“?, que tem sido associada a inducdo de distlrbios

imunolégicos?’® e até modificar o peso do bago. A esplenomegalia pode ocorrer
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também devido a efeitos toxicos de algumas substancias sobre células sanguineas,
gerando hemodlise?’t, e, consequentemente, aumentar a producdo de células
sanguineas pelo baco. Com isso, 0 aumento no volume do bago pode ocorrer devido
a alteracBes bioquimicas, fisiologicas e imunoldgicas necessarias para manter a
homeostasia organica como resposta as infeccdes ou outro tipo de agressdo?’2.

O peso do baco também foi avaliado por Batista e colaboradores'®, em que a
casca liofilizada da jabuticaba, rica em antocianinas?’3, foi administrada (1 — 4 % na
dieta) em ratos alimentados com dietas ricas em gordura. Contudo, os autores
observaram um efeito inverso com a administracdo dos FLLA. Os ratos alimentados
com dieta hiperlipidica apresentaram tamanho/peso de baco menor do que o0 grupo
controle, e a administracdo da casca liofilizada de jabuticaba nédo teve efeito neste
parametro. Os autores sugeriram a atrofia do baco foi decorrente da obesidade e que
este dado poderia estar aliado a mudancas nas funcdes fisioldgicas, como a

reciclagem de células imunoldgicas.

4.3.1Avaliagcdo do efeito do consumo FLLA sob parametros de estresse

oxidativo em modelo animal de obesidade

O excesso de peso e a obesidade tornaram-se problemas de saude publica e
a prevaléncia de doencas cronicas relacionadas estad aumentando em todo o mundo?.
Como j& sinalizado, o aumento dos adip6citos na obesidade gera um processo
inflamatorio de baixo grau, ocasionando um desequilibrio entre a superproducao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e antioxidantes circulantes*247.183, Quando ha
um desequilibrio entre a geracdo de EROs e a capacidade antioxidantes do
organismo, é gerado um estado de estresse oxidativo?’* que danifica as proteinas, os
lipidios e, consequentemente, as células?’®.

Além da pesagem das estruturas dos camundongos foi avaliado também o
dano oxidativo a lipidios na gordura mesentérica (Figura 22 A) e no figado (Figura 22
B) dos mesmos. Estas estruturas foram selecionadas, visto que apresentaram
diferencas de peso entre 0s grupos que receberam dieta normolipidica quando

comparadas com 0s animais que receberam dieta hiperlipidicas.
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figado (B) de camundongos submetidos a modelo de obesidade. Valores expressos em

meédia + desvio padréo, (n = 4). * versus Salina Controle e ** versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: CGC: Controle Grupo Controle, CGO: Controle
Grupo Obeso, FGC: Fruto Grupo Controle, FGO: Fruto Grupo Obeso.

Como pode se observar na figura 22, os camundongos que ingeriram dieta
hiperlipidica tiveram um aumento nos danos a lipidios, tanto na gordura mesentérica
quanto no figado. A administracdo preventiva de 750mg/g de FLLA (33,15 mg/kg de
polifendis e 2,34 mg/kg de antocianina) protegeu de forma significativa estes danos.

Em outros trabalhos, os compostos fendlicos, como as antocianinas'®3276,
provenientes de frutos, também foram associados a reducéo de danos a lipidios4’.
Trabalhos realizados com a administracdo da casca liofilizada da jabuticaba em
modelo animal de obesidade evidenciaram a reduc¢do significativa dos niveis de
TBARS no soro de ratos'®® e também um aumento do potencial antioxidante
plasmatico?’®.

Em determinadas situacdes, a quantidade elevada de oxigénio reativo liberado
gera danos cruciais em determinadas moléculas, tais como a peroxidacéo lipidica e a
carbonilacdo de proteinas?’4. Com isso, h4 a perda da atividade catalitica e
integridade estrutural da molécula?’4, que provoca a perda da fungdo e fragmentacéo
das estruturas proteicas, resultando na proteina carbonil?’*. Seu contelGdo é,
atualmente, usado como marcador de oxidagéo, e suas alteracdes de concentracdes
estdo sendo utilizadas na identificacdo de processos inflamatérios?’’, como na
obesidade3%-42,

A figura 23 reflete o efeito do consumo de FLLA sobre os niveis de carbonilagéo

proteica na gordura mesentérica e no figado em modelo animal de obesidade.
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no figado (B) de camundongos submetidos a modelo de obesidade. Vvalores expressos

em média + desvio padrao, (n = 4). * versus Salina Controle e ** versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: CGC: Controle Grupo Controle, CGO: Controle
Grupo Obeso, FGC: Fruto Grupo Controle, FGO: Fruto Grupo Obeso.

A obesidade gerada pela alimentacdo hiperliidica em modelo animal elevou
significativamente os danos a proteinas na gordura mesentérica (Figura 23 A) e no
figado (Figura 23 B), quando comparado com o grupo controle. A administracdo do
FLLA preveniu significativamente os danos gerados, mantendo os niveis proximos ao
do grupo controle.

Em relacdo aos danos oxidativo em proteinas, ha relatos de que frutos
liofiizados ricos em antocianinas sao potentes antioxidantes, reduzindo
significativamente os niveis de danos oxidativo em proteinas?*28, Ao adicionar p6 de
cranberry na dieta aterogénica de ratos, Kim e colaboradores?’® reduziram
significativamente o nivel de dano oxidativo em proteinas no figado. A suplementacéo
de acai também promoveu melhora na capacidade antioxidante, diminuindo o nivel de
proteina carbonil e substancias reativas ao acido tiobarbitarico no figado e no soro de
animais submetidos a dieta hipercolesterolémica?*?.

O estresse oxidativo produzido pela obesidade contribui para o dano ao DNA
celular, lipidios e proteinas, em que ocorre uma acao citotoxica por parte dos radicais
livres em desequilibrio com os antioxidantes?’427527° As proteinas estdo entre o0s
principais alvos de oxidacdo podendo sofrer alteragbes funcionais e, em particular,
uma perda de propriedades metabdlicas, enzimaticas e imunolégicas?’®. Os grupos
tidis das proteinas sdo os mais susceptiveis a oxidacdo. Estes grupos atuam como
antioxidantes capazes de remover oxidantes responsaveis pelo inicio da peroxidacao,

e sdo, quantitativamente, a maior manifestacéo dos danos proteicos oxidativo?®.
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Conforme demonstra a figura 24, os niveis de tidis livres na gordura

mesentérica e no figado de animais submetidos a dieta hiperlipidica.
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Figura 24: Efeito dos FLLA sobre os niveis de tiois livres na gordura mesentérica (A)

e no figado (B) de camundongos submetidos a modelo de obesidade. Valores expressos

em média + desvio padrao, (n = 4). * versus Salina Controle e ** versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: CGC: Controle Grupo Controle, CGO: Controle
Grupo Obeso, FGC: Fruto Grupo Controle, FGO: Fruto Grupo Obeso.

No que se refere ao nivel de tidis livres na gordura mesentérica (Figura 24 A),
pode-se observar que o grupo controle obeso apresentou um nivel elevado de tiois
livres em relagdo ao grupo controle. A administragédo de 750mg/Kg de FLLA manteve
0s niveis de tidis livres proximo aos niveis do grupo controle, diferindo estatisticamente
do grupo controle obeso. Em relacdo ao nivel de tidis livres no figado (Figura 24 B),
nao foi observado diferenca estatistica entre os grupos testados. A administracdo dos
FLLA néo gerou efeito neste tecido.

Alguns alimentos especificos ricos em polifen6is e antocianinas podem
desempenhar um papel importante na prevencdo e controle de complicacoes
decorrentes do estresse oxidativo!83217.276 Além disso, estes compostos promovem o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes?'”-?76, que séo capazes de neutralizar
EROs?%0, Estes resultados sugerem que frutos com alto teor de polifendis e

antocianinas, como os FLLA, sdo um 6timo aliado a defesa antioxidante do organismo.

4.3.2 Avaliagcdo do FLLA sob sobre a Catalase

Vale reiterar que o aumento dos adipécitos gera um processo inflamatoério de

baixo grau, ocasionando um aumento de EROs*>%’. Contudo, o organismo é capaz
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de equilibrar os danos gerados através da acdo de enzimas antioxidantes, como a
enzima CAT?8L,

A figura 25 apresenta o efeito do consumo do FLLA sobre os sobre a atividade
da enzima antioxidante CAT na gordura mesentérica de camundongos submetidos a

modelo de obesidade.

GORDURA
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0,001 - : #

£0,0008 1 T mSALINA
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Figura 25: Efeito do consumo do FLLA sobre os sobre os niveis da enzima
antioxidante CAT na gordura mesentérica de camundongos submetidos a modelo de

obesidade. Valores expressos em média + desvio padrédo, (n = 4). Valores expressos em média +

desvio padréo, (n = 4). * versus Salina Controle e # versus Salina Obeso; p < 0,05. (ANOVA de uma

via, seguido pelo teste de Tukey). Legenda: FLLA: Fruto Liofilizado de L. australis.

De acordo com a figura 25, pode-se observar que a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica ndo gerou diferenca estatistica na atividade da enzima CAT na
gordura mesentérica entre o grupo controle salina e controle obeso. Porém o consumo
de FLLA reduziu significativamente os niveis da enzima CAT em relacdo ao grupo
controle obeso. O real comportamento da CAT na obesidade ainda nao esta
totalmente esclarecido, alguns estudos indicam uma reducdo da atividade?®?,
entretanto, alguns autores sugerem aumento da atividade?23.

Lee e colaboradores?®® demonstraram que a suplementacdo da dieta com
casca da uva liofilizada, rica em antocianinas, ndo alterou os niveis de CAT em modelo
animal de obesidade. De Assis e colaboradores?®’ avaliaram o consumo de 6mega-3
em ratos Wistar adultos com diabetes mellitus induzida. A suplementacdo com 6mega
3 reduziu significativamente a atividade da SOD e da CAT que estavam aumentadas

em figado de ratos alimentados com dieta rica em gordura.
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Um estudo realizado com o flavonoide hisperidina em cultura de células e em
animais demonstrou que a hisperidina promoveu aumento das enzimas antioxidantes,
como a CAT e superéxido dismutase, responsaveis pela redugéo dos radicais livres e
aumento da capacidade antioxidante?®*, Estes dados comprovam que os polifendis
provenientes de alimentos promovem a neutralizacdo de EROS diminuindo os niveis

de enzimas antioxidantes, como a catalase?8°.

4.3.3Avaliacédo dos FLLA sob sobre os niveis de citocinas em modelo animal de

obesidade

Compreende-se que a obesidade?®-288 e o estresse oxidativo gerado?89-2°1
estdo relacionados com a ativacdo de diversas vias inflamatérias®4°4445 por meio de
mediadores como a IL-6 e IL-1B%°2. Este processo favorece o estado pro-
inflamatério*247.293, resultado de respostas celulares e humorais com o objetivo de
proteger o organismo contra varios insultos, na tentativa de resgatar a homeostase
tecidual®®>??4, Com o aumento de tecido adiposo ha também a diminuicdo da
producdo de citocinas anti-inflamatérias como a 1L-10%°2. Este estado inflamat6rio
ocorre tanto nos o6rgdos periféricos quanto no SNC?2932%.2% Baseado nestas
informacBes € esperado que o grupo de animais submetidos a dieta hiperlipidica
apresente maior nivel de IL-1B e IL-6 e reduc&o dos niveis de IL-10.

Além da pesagem das estruturas e de danos a lipidios e proteinas, o efeito do
consumo preventivo de FLLA também foi avaliado em modelo animal de obesidade
sobre os niveis de citocinas pro-inflamatdérias (IL-6 e IL-1B) e anti-inflamatorias (IL-10)
no hipotalamo (Figura 26 A) e no baco (Figura 26 B), estrutura que apresentou
esplenomegalia em relacdo ao grupo controle, fato associado a um processo

inflamatoério instalado (Figura 26 C).
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Figura 26: Efeito do consumo do FLLA sobre os sobre os niveis de IL-1B IL-6, e IL-10

no hipotalamo (A) e no baco (B) de camundongos submetidos a modelo de obesidade.

Valores expressos em média + desvio padréo, (n = 4). * versus Salina Controle e # versus Salina Obeso;
p < 0,05. (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

De acordo com a figura 26 A, que apresenta os resultados da avaliacdo do
efeito dos FLLA sobre os niveis de citocinas proé-inflamatérias no hipotdlamo de
animais submetidos a modelo de obesidade, foi observado diferenca estatistica
apenas nos niveis de IL-6 entre 0os grupos controle ndo obeso e obeso. No entanto,
nao foi observado uma elevacao dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias IL-13 e IL-6
nos grupos obesos quando comparados aos grupos controles, comportamento
esperado para o modelo de inducdo de obesidade utilizado?°”2%®, O consumo
preventivo de FLLA reduziu significativamente apenas o0s niveis da citocina proé-
inflamatoria IL-18 quando comparado com o grupo controle obeso. Em relacdo a
citocina anti-inflamatéria IL-10 foi observado o comportamento esperado para o
modelo. Uma diminuicdo da citocina IL-10 ocorreu no grupo obeso, diferindo
estatisticamente do grupo controle ndo obeso. Entretanto, a administragcao dos FLLA
nao promoveu um aumento dos niveis desta interleucina.

O efeito dos FLLA sobre os niveis de citocinas no bago de animais submetidos
a modelo de obesidade esta apresentado na figura 26 B. E possivel observar que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica ndo gerou diferencas estatisticas entre os

grupos controle ndo obeso e obeso tanto nos niveis de citocinas pré-inflamatorias
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quanto anti-inflamatéria. O consumo preventivo de FLLA também ndo promoveu
diferencas estatisticas nos niveis destas citocinas entre 0s grupos.

Os resultados obtidos para os niveis de citocinas no ba¢o nédo estdo de acordo
com o esperado para o modelo animal de indugao de obesidade utilizado. Segundo a
literatura a expectativa era o de ocorrer um aumento dos niveis de IL-1 e IL-6, assim
como uma reducdo de IL-10 nas estruturas estudadas?’2%, Este fato fez com que
fosse reavaliado todos os resultados de densidade ¢ética adquiridos
espectrofotometricamente nas placas de ELISA. Ao avaliar estes dados foi constatado
gue mais de 70% das densidades Oticas coletadas estavam abaixo do limite de
quantificacdo da curva de calibracdo estabelecida para o método analitico. Isto
compromete todos os resultados obtidos, pois densidades 6ticas inferiores ao limite
de quantificacdo podem apresentar erro elevado, além do que, a sensibilidade do
método apresenta-se reduzida®®®. Como as estruturas utilizadas dos camundongos

Sao muito pequenas, nao existe mais amostras para a repeticdo desta analise.
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5. CONCLUSAO

A amostra vegetal coletada na regidao de Orleans-SC foi confirmada como
sendo a espécie L. australis, pertencente a familia Melastomataceae. Os frutos in
natura desta espécie apresentaram 85,29% de teor de umidade e apds o processo de
liofilizag&o apresentaram cerca de 12%, valor caracteristico para frutos considerados
berries como blueberry, acai e jabuticaba.

A composicdo quimica da L. australis a caracteriza como berrie brasileiro por
conter quantidades de polifendis (44,2 mg/g) e antocianinas (3,12 mg/g),
principalmente a cianidina-3-O-glicosideo, proximas a de frutos ja conhecidos como o
blueberry, cranberry, jabuticaba, framboesa, uva e amora.

O teor de cinzas totais e insoluveis em &cido cloridrico dos FLLA (3,3 e 0,4%
respectivamente) sédo superiores ao encontrado para frutos como o blueberry, o que
pode indicar quantidade superior de minerais e/ou impurezas inorganicas.

Os frutos de L. australis apresentam uma quantidade de acucar redutor inferior
a de frutos como a jabuticaba e o blueberry, propriedade que indica a mesma como
promissora ao desenvolvimento de produtos com baixo teor de acglcar.

Em modelo animal de obesidade, o consumo dos FLLA n&o afetou o consumo
alimentar dos animais, assim como néo foi capaz de evitar ou reduzir o ganho de peso
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica, comportamento semelhante foi
encontrado para o peso de gordura visceral.

Contudo, o consumo diario dos FLLA pelos animais do grupo obeso, foi capaz
de manter o peso do figado e do baco proximos ao grupo controle, que possuem
funcdes importantes no metabolismo e/ou no sistema imunoldégico.

Em relacdo aos danos a lipidios e proteinas (estresse oxidativo), 0 consumo
diario de L. australis preveniu os danos gerados pela obesidade no figado e na gordura
mesentérica, mantendo o0s niveis normais em todos 0os parametros, com excecao dos
niveis de tiois na gordura mesentérica que néo apresentou diferenca estatistica entre
0S grupos. A atividade da enzima antioxidante CAT na gordura mesentérica foi
reduzida pelo consumo diario dos FLLA, tanto no grupo controle quanto no grupo
obeso. A diminuicdo de danos a lipidios e proteinas assim como a diminuicdo da
atividade da enzima CAT nos grupos que receberam a administracdo dos FLLA sdo
indicativos de que os mesmos diminuiram a producdo de EROs atenuando os danos

gerados pela obesidade em modelo animal.



78

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras propdem-se a producdo de um extrato rico em
antocianinas através dos FLLA e a avaliagdo do consumo diario do extrato em modelo
animais de obesidade, de modo a avaliar os parametros de peso corporal e peso de
estruturas internas, bem como avaliar o efeito do consumo do mesmo nos danos

gerados pela obesidade, como estresse oxidativo e parametros inflamatdérios.
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