ALINNE MARTINS FERREIRA MARIN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO BARU (Dipteryx alata Vog.) - UM ESTUDO
IN VITRO E IN VIVO

BRASILIA — DF, 2012



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ALINNE MARTINS FERREIRA MARIN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO BARU (Dipteryx alata Vog.) - UM ESTUDO
IN VITRO E IN VIVO

Tese apresentada para a obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncias da Saude pelo
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia.

Orientadora: Profa. Dra. Egle Machado de Almeida Siqueira

BRASILIA — DF, 2012



ALINNE MARTINS FERREIRA MARIN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO BARU (Dipteryx alata Vog.) - UM ESTUDO
IN VITRO E IN VIVO

Tese apresentada para a obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncias da Saude pelo
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia.

Aprovado em 12 de abril de 2012

BANCA EXAMINADORA

Dra. Egle Machado de Almeida Siqueira - (presidente)
Universidade de Brasilia

Dra. Wilma Maria Coelho Araujo
Universidade de Brasilia

Dra. Nathalia Marcolini Pelucio Pizato Valério
Universidade de Brasilia

Dr. Luiz Antonio Borgo
Universidade de Brasilia

Dr. Celso Luiz Moretti
Embrapa

Dra.Sandra Fernandes Arruda
Universidade de Brasilia



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus.

A minha familia, pela dedicacdo e apoio em todas as horas; ao meu marido, pelo
companheirismo e paciéncia; ao meu filho Bernardo, pelo tempo que ndo pude me
dedicar a ele nesses Ultimos 3 anos; e a minha filha Marianna, pela chegada t&o
aguardada. Aos amigos Chiquinho, Adriana, Fernanda, Lorena, Azadeh, Giovanna,
Anderson, Lorena, Marcela, Gutto, Livia, Juliana, Miriam e Janini pela ajuda prestada
para a execucdo deste projeto. E, em especial & Profa. Sandra Fernandes Arruda
pelo incentivo e a minha orientadora Profa. Egle Machado de Almeida Siqueira, pela
confianga depositada em mim e pela sua excelente competéncia na orientagdo do

meu trabalho.



“O valor das coisas ndo esta no tempo que elas
duram, mas na intensidade com que
acontecem. Por isso, existem momentos
inesqueciveis, coisas inexplicaveis e pessoas
incomparaveis" (Fernando Pessoa).



SUMARIO

Lo INTRODUGAO ...t oottt ettt ettt et ettt ettt ettt et esanenans 1
PN 16 I 1 (@ AV PSP 4
B O 1= | = I AV @ 1 PSSP RPTRS 5
3.1- OBUIETIVO GERAL ...ttt ettt ettt e e et ae s bt e e s e et e e te e et e e e enneeennbeeeneae s 5
3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oovrvriririeeeseiseesiseeseesees s ees s s s ees s s ens s s s s s s s s 5
4-  REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt ee e et ettt et ettt et 6
4.1- DOENGCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT) ..o eieitiseee oo 6
4.2- ESTRESSE OXIDATIVO ...ttt ettt ettt st e e et e st e sttt e s nteaan e e ennee e e 7
4.3- RADICAIS LIVRES ...ttt ettt ettt et e et rt et a e st e s st e en sreee s nbeeennee e e 8
4.3.1- RADICAL HIDROXIL ..cviiiiitiie ettt sttt sttt et ettt bt e b te s ate e s nte e nneeennneenes 10
4.3.2- RADICAL SUPEROXIDO ......vivvieitiie ettt ettt s e st as s ten s 10
4.3.3- PEROXIDO DE HIDROGENIO ......cocviieieeieee ettt ettt et en s et anenens 11
4.3.4- OXIGENIO SINGLETO ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt 11
4.3.5- FERRO NA PRODUGAQ DE RADICAIS LIVRES.........c..ouiuiieeeeieeeeeeee s 11
4.4- ANTIOXIDANTES. ...ttt ettt ettt e s a e e s sbe e e s e e ettt e es s te e et e e e snneeensbeeereee e 13
4.4.1- ENZIMATICOS ...ttt st es sttt es s sttt 15
4.4.1.1- ST 0T o) g 1o (oo 1T U PSR 16
44.1.1- CatAIASE ..
4.4.1.2- Glutationa peroxidase
4.4.1.3- GIULALIONA FEAULASE ... ce ettt ettt sttt et bttt he bbb ee et e e e e b e et et e bt eb b eb e neeeneenean
4.4.2- NAO — ENZIMATICOS ..ottt ieseetee ettt st 17
4.4.2.1- ACIAO FIEICO ... vttt ettt s e e ee et ss et ss et enseseseesereesens et sssssessssensesensesensesanaessrsnsanensaneen 18
4.5- FRUTAS DO CERRADO COM POTENCIAL ANTIOXIDANTE ....cccviiiiieniiee e 22
45.1.1- o L RO P S PT PRSPPI 24
4.5.2- DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE FRUTAS DO CERRADO ................. 28
5= IMETODOLOGIA ...t ettt ettt e ettt e eae e ebe e et ee e ettt e eneee e et beeeaeee s nabeearebesnbeeannneaenteenns 31
5.1- MATERIAIS E METODOS. ..ottt ettt st tas sttt s ettt ass s 31
5.1.1- MATERIAIS ...ttt sbe e e e et e et be e ebe e s nbe e e s sbbee et bessbeeesbeearteeenes 31
5.1.2- AMOSTRAGEM E PREPARO DAS AMOSTRAS ...ttt et 31
5.1.3- ESTUDO IN VITRO ..ttt ettt ettt sttt ettt sttt e e ee st eant e ste et e e ateaeeenneessaeeennneenes
5.1.3.1- EXEIAI0S O FIULO. ...ttt ettt et ettt et et s s bt bbb eb e eb et e et eneenb b ere e
5.1.3.1- Determinacéo de fenolicos totais
5.1.3.2- Potencial antioxXidante do frULO IN VIEFO.........cciiiiiiie et
5.1.3.2.1-  Sistema B-caroteno/acido NOIBICO ..........cciiiiiiiieiie et
5.1.3.2.2- Ensaio para avaliar capacidade de sequestrar radicais (DPPH)
5.1.3.2.3-  Poder antioxidante de redu¢do do ferro (FRAP)........coi i e
5.1.4- ESTUDO IN VIVO ...ttt ettt ettt et et e e et e e s
5.1.4.1- DIBLAS © FALOS. ...ttt et ettt ettt ekt et ee s en e et ekt b e e b ek e et e e e e en et et et ebeeree
5.14.11- Preparacdo da solucdo de sulfato ferroso para gavagem. ..........ccocevereeecieiiesiesinnens
5.14.12- Adicdo de 4cido fitiCo NA GIETA........ccovvireiiiie ettt
5.1.4.2- TeStES 1AD0TATOMTAIS .....c.vvve e
5.14.2.1- Determinacd@o de hemoglobina..........cocooiiiiiiiiiiie it
5.1.4.2.2- Determinacdo de ferro nos 6rgaos
5.14.2.3- Preparacdo do homogeneizado para testes enzimatiCos...........covvrvireeeeieieciesininens
5.14.24-  Catalase.......ccooveiiiiiieie i
5.1.4.25-  Glutationa redutase ..........ccceocerereinnieeieiniineeeeeenns
5.1.4.2.6- Glutationa peroxidase
5.1.4.2.7-  GlUtAtioNa — S — trANSTEIASE .. .e.viitiiiice ettt ettt se e sr ettt ere e
5.1.4.2.8-  PErOXiGAGCAO PrOLEICA ....ecvveuteiee ittt et ettt ettt et sttt st e es bttt st st es e sbeea e es e e e e b b eb e ettt enbes e sbe e
5.1.4.2.9- Peroxidacdo lipidica
5.1.4.2.00-  ANANISE ESEALISTICA. ... e cveevtetteiee ettt ettt ettt ettt bttt et e h st sb e et et e e ea e er e en ettt ben e e e



RESULTADOS E DISCUSSAO ... eeeeee et eeeeeeeee e ettt et e et et e et et eeeeeees et et eee et et et eeeeeseeenenneaens 44
CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt e e ettt e ettt et et et et e e e teteee e et ee et et e e et ee et e e eeseeer e e, 56
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oo oot eeeeeeee et et eee e et eee ettt eeeee e et eee s et et eeeeeeeee e eeeeeseenesneeens 57
AANEXOS .ottt ettt ettt ettt ettt ettt e e ettt e ee et et e ee ettt eeen e 71
ANEXO 1: LISTADE REAGENTES .......oovvvooi e 72
ANEXO 2: APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA ..ottt 74
ANEXO 3: SULFATO FERROSO .. ettt et ee et e e e eeeee et et eeeeeeeeeee e e ees et et e e e eeeeeeeeeen e eearesene e, 76
ANEXO 47 ARTIGO oo ettt e e e ettt et et eeeeeee e et et ee et et et eeee et eeeeeeeseee et eee et et eeeeeeeeeeanenneeens 79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Améndoa de Baru

Figura 2: Barueiro

Figura 3: Estrutura do DPPH

Figura 4: Reac&o de reducdo do complexo Fe**-TPTZ

Figura 5: Concentragdo de ferro no figado, coragcéo e baco de ratos tratados com
dieta controle, Fe, Ba, Ba/Fe e AF/Fe durante 17 dias de tratamento.

Figura 6: Concentragdo de MDA no figado, coracédo e baco de ratos tratados com
dieta controle, Fe, Ba, Ba/Fe e AF/Fe durante 17 dias de tratamento.

Figura 7: Concentracdo de proteinas carboniladas no figado, coracdo e bacgo de
ratos tratados com dieta controle, Fe, Ba, Ba/Fe e AF/Fe durante 17 dias de
tratamento*.

24
25
29
30
48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Enzimas antioxidantes e reacfes catalisadas

Tabela 2: Efeito Antitumoral do &cido fitico in vitro

Tabela 3: Efeito Antitumoral do &cido fitico in vivo

Tabela 4: Composicdo da améndoa de baru em macro, microelementos e
compostos bioativos

Tabela 5: Formulagéo das dietas oferecidas aos ratos.

Tabela 6: Concentracao de fendlicos totais e atividade antioxidante (AA) dos
extratos aquoso e de acetato de etila determinada pelos métodos: de captura do
radical livre (DPPH), de reducédo de ferro (FRAP) e sistema [B-caroteno/acido
linoleico

Tabela 7: Consumo de dieta, de ferro, ferro por gavagem e ganho de peso dos
ratos tratados com dieta controle, dieta controle + ferro (Fe); dieta Baru (Baru) e
dieta Baru + ferro (Baru/Fe) e dieta acido fitico + ferro (AF/Fe)

Tabela 8: Tabela 8: Massa do coragéo, figado e baco dos ratos tratados com dieta
controle, dieta controle + ferro (Fe); dieta Baru (Baru) e dieta Baru + ferro
(Baru/Fe) e dieta acido fitico + ferro (AF/Fe)

Tabela 9: Atividade especifica da catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX),
glutationa-s-transferase (GST) e glutationa redutase (GR) no figado, coracéo e
baco de ratos tratados com dieta controle, dieta controle + ferro (Fe); dieta Baru
(Baru) e dieta Baru + ferro (Baru/Fe) e dieta 4cido fitico + ferro (AF/Fe)

15
21
21
27

36
44

46

49

50



Reacdao 1:
Reacéo 2:
Reacéo 3:
Reacéo 4:
Reacdo 5:
Reacéo 6:
Reacdao 7:

LISTA DE REACOES

Peroxidacao lipidica

Evasdo de elétrons da cadeia respiratéria

Reciclagem de metais de transicdo por O,

Reacéo de Haber — Weiss

Reacédo de Fenton

Estrutura do acido fitico interagindo com minerais e proteinas
Reducéo do DPPH

10
10
11
19
29

Vi



102

302

AA

AX
AcOEt
AF / IP6
BHA
CAT
CEASA
CDNB
DCNT
DPPH
EDTA
EROS
Fe
FRAP
GB
GBN
GC
GCN
GPX
GR
GSH
GSSG
GST
H.0,
Hb
HQOe
IDR
MDA
MS
NADPH
NaN3
NTB1- FNLT
0,
OMS
ONOO-
PMSF
RL

RO

RO’
ROO’
SOD
TBA
TCA
TPTZ

LISTA DE ABREVIACOES

Oxigénio singleto

Oxigénio tripleto

Atividade antioxidante

Antioxidante

Acetato de etila

Acido fitico (mio-inositol hexafosfato)
Hidroxi-anilose butilado

Catalase

Central de Abastecimento do Distrito Federal
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

Doencas crbnicas ndo transmissiveis
2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Acido etilenodiamino tetra-acético sédico
Espécies reativas de oxigénio

Ferro

Ensaio antioxidante redutor de Ferro
Grupo Baru

Grupo Baru negativo

Grupo controle

Grupo controle negativo

Glutationa Peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Glutationa S transferase

Peroxido de hidrogénio
Hemoglobina

Radical hidroxil

Ingestao didria recomendavel
Malondialdeido

Ministério da Saude

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida

Azida de sédio

Espécies de transferrina néo ligadas a ferro
Radical superéxido
Organiza¢do Mundial de Saude
Peroxinitrito

Fluoreto de fenilmetilsulfonil
Radical livre

Espécie radicalar

Radical alcoxi

Radical Peréxido

Superoéxido dismutase

Acido tiobarbitdrico

Acido tricloroacético
2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina

Vi



POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO BARU (Dipteryx alata Vog.) - UM ESTUDO IN
VITRO E IN VIVO
Marin, A.M.F.; Siqueira, E.M.A

RESUMO

O efeito protetor de alimentos de origem vegetal tem sido atribuido a presenca de
compostos bioativos encontrados em todas as partes da estrutura das plantas. Estudos
anteriores retrataram uma alta concentracdo de sais minerais, taninos e acido fitico na
améndoa de baru (Dipteryx alata Vog.), fruta tipica do Cerrado brasileiro. O presente
estudo investigou a atividade antioxidante (AA) dos extratos aquoso e acetato de etila da
améndoa do baru in vitro bem como os efeitos do consumo desta améndoa sobre o
estresse oxidativo, induzido pela suplementacéo oral com ferro em ratos. A AA nos dois
extratos foi avaliada por meio de trés métodos: utilizou-se a reacdo de captura do radical
livre (DPPH), o sistema -caroteno/&cido linoleico e a reacdo de reducéo de ferro com o
reagente 2,4,6-tripiridil-s-triazina (FRAP). A concentracdo de polifendis totais foi
determinada por espectrofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. O estudo in vivo
foi realizado em ratos machos Wistar, alimentados com a dieta AIN-93G, adicionada ou
nao de 10% de améndoa de baru ou 1% de acido fitico; e suplementados diariamente
com ferro ou solugdo salina, por gavagem, durante 17 dias. As concentragbes de
malondialdeido (MDA), proteinas carboniladas (carbonil) e de ferro foram determinadas
no figado, coracdo e baco dos animais. A atividade especifica das enzimas antioxidantes
(catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa-S-transferase) também
foi determinada nesses tecidos. O teste T foi utilizado para comparar os resultados entre
0S grupos de ratos e entre os dois extratos da améndoa de baru, utilizando-se p <0,05
como grau de diferenca. O extrato aquoso da améndoa de baru apresentou o maior teor
de compostos fendlicos e a mais alta atividade antioxidante nos ensaios com FRAP e no
sistema [3-caroteno/linoleico. A suplementacgéo de ferro reduziu o ganho de peso corporal,
aumentou os niveis de ferro e MDA no figado e no bago e aumentou o nivel de proteinas
carboniladas em todos os trés tecidos analisados. O consumo da améndoa de baru
reduziu o nivel de proteinas carboniladas no figado, coragdo e baco dos animais
suplementados com ferrro (p = 0,002, 0,012 e 0,036, respectivamente) e reduziu
marginalmente a oxidacao lipidica induzida pelo ferro no figado (p = 0,117) e no baco (p =
0,074) dos animais. O &cido fitico reduziu o nivel de proteinas carboniladas no baco (p=
0,020) e marginalmente no figado (p= 0,098) dos ratos suplementados com ferro. O
tratamento com améndoa do baru ou a suplementacdo com ferro ndo alteraram de forma
significativa a atividade especifica das enzimas antioxidantes. Os resultados indicam que
a suplementacéao oral de ferro aumentou os niveis de dano oxidativo a lipidios e proteinas,
além de retratar um efeito protetor do baru e do &cido fitico contra o dano oxidativo
causado pela suplementagdo com ferro. O acido fitico da améndoa de baru pode ser
responsavel por este efeito protetor; no entanto, outros compostos, podem estar
envolvidos. Assim, o consumo da améndoa do baru parece proteger o coragao e 0s
demais tecidos contra o estresse oxidativo induzido por dietas ricas ou suplementadas
com ferro.

Palavras-chave: Améndoa de Baru, estresse oxidativo, potencial antioxidante,
malondialdeido, proteina carbonilada, Cerrado.
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ANTIOXIDANT POTENTIAL OF BARU (Dipteryx alata Vog.) — STUDY IN VITRO AND IN
VIVO
Marin, A.M.F.; Siqueira, E.M.A.

ABSTRACT

The protective effect of plant-based foods in human health has been attributed to the
presence of bioactive compounds in all parts of the plants. A previous study found a high
level of minerals, tannins and phytic acid in the baru nut (Dipteryx alata Vog.), which is a
native fruit of the Brazilian savanna. This study investigated the antioxidant activity (AA) of
the aqueous and ethyl acetate extracts of the baru nut and the effect of the consumption of
this nut on the oxidative status of rats supplemented orally with iron. The AA was
evaluated in vitro using the ferric reducing antioxidant power (FRAP), B-carotene/linoleic
acid system and freeradical scavenging (DPPH) assays. The total polyphenol
concentration was determined spectrophotometrically using the Folin—Ciocalteu reagent.
The in vivo study was conducted in male Wistar rats that were fed an AIN-93M diet with or
without 10% baru nut or 1% phytic acid and supplemented daily with iron or saline by
gavages for 17 days. The liver, heart and spleen were collected for the determination of
the malondialdehyde (MDA), carbonyl protein and iron concentrations. The specific
activities of catalase, glutathione reductase, glutathione peroxidase and glutathione S-
transferase were also determined in these tissues. A T test was used to compare the
results among the rats groups and between the different baru nut extracts (pb0.05). The
aqueous extract of the baru nut contained a higher level of phenolic compounds and a
higher antioxidant activity, as measured by FRAP and the (-carotene/linoleic system,
relative to the EtOAc extract. The iron supplementation reduced the body weight gain,
increased the levels of iron and MDA in the liver and the spleen and increased the
carbonyl levels in all three tissues. Consumption of the baru nut reduced the carbonyl
levels in the liver, heart and spleen of the iron-supplemented rats (p=0.002, 0.012 and
0.036, respectively) relative to the heart carbonyl level of rats that were fed the control diet
(p=0.000); it also marginally reduced the ironinduced lipid oxidation in the liver (p=0.117)
and the spleen (p=0.074). Phytic acid reduced the carbonyl level in the spleen (p=0.020)
and marginally reduced the carbonyl level in the liver (p=0.098) of ironsupplemented rats.
These results demonstrated that the consumption of the baru nut protects tissues against
iron-induced oxidative stress, and the phytic acid from the baru nut may be partially
responsible for this protective effect; however, other compounds such as phenols may also
be involved.

Keywords: baru nut, antioxidant potential, malonaldehyde, carbonil, cerrado.



