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RESUMO

Dentre os frutos do Cerrado brasileiro, a Guazuma ulmifolia Lam., ou mutamba, se
destaca devido a presenca de compostos bioativos de interesse para pesquisas. O
objetivo desta pesquisa € estudar o perfil fitoquimico em extratos de média polaridade e
identificar compostos fendlicos em extratos dos frutos de G. ulmifolia, bem como a
avaliar o potencial antioxidante e anti-inflamatorio, relacionados ao teor de compostos
fendlicos nestes frutos. Nos extratos dos frutos, foram avaliados os teores de compostos
fendlicos totais, flavondides totais, taninos condensados, o potencial antioxidante,
Também, foram avaliadas a viabilidade celular (método de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio brometo - MTT) e a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) e Oxido Nitrico (NO) em células de macréfagos de murino (RAW 264.7),
fibroblastos de camundongo (NIH-3T3) e endotelial de aorta humana (EAHy 926), bem
como a atividade anti-inflamatéria através da producdo de Fator de Necrose Tumoral -
alfa (TNF-a) e Interleucina 10 (IL-10) em macr6fagos de murino e a toxicidade para
Artemia salina. Os compostos fendlicos identificados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolugédo (CLAE-
EMAR) foram: acido protocatequinico, acido gentisico, acido cafeico, acido p-
cumaérico, acido vanilico, acido galico, catequina, epcatequina, quercetina-3-O-p-
glucosideo, rutina, quercetina, naringenina, luteolina e kaempferol. Os extratos do fruto
de G. ulmifolia apresentaram alto teor de compostos fendlicos e alto potencial
antioxidante. Nos extratos metandlico (ExMet) e de acetato de etila (ExAC), os teores de
compostos fendlicos, flavondides, taninos condensados e o potencial antioxidante
foram, respectivamente: 2145,0 e 5292,6 mg de AGE/100g; 264,87 e 546,02 mg de
flavondides/100 g; 729,05 e 557,67 mg de CE/100 g; ECso = 1476 ¢ 67,63 pg.mL*.0s
extratos ExMet e ExAc apresentaram-se pouco toxicos para Artemia salina, sendo esta
toxicidade maior para os extratos metanélicos da casca (DLso = 60 ung.mL™) e da polpa
(DLso = 42 pgmL?). O extrato metandlico da semente ndo foi toxico em nenhuma das
concentragOes testadas. O teste de viabilidade celular mostrou que o ExMet ndo exerceu
efeito citotoxico sobre nenhuma das células testadas, enquanto o EXAc apresentou baixa
citotoxicidade, com 48,37% (macrofagos) e 51,71% (fibroblastos) de células viaveis
para a maior concentracio empregada (500 pg.mL ). Nenhum dos extratos alterou a
producdo de EROs nos ensaios realizados com as células RAW 264.7 e NIH-3T3, mas,
ambos reduziram a producdo de EROs para as células EAHy 926. A presenca dos
extratos nas trés células ndo reduziu a producdo de NO nas condicbes analisadas (sem
estimulo de LPS). As analises de producdo de TNF-a e IL-10, ap6s adicdo dos extratos
(0,25 mg.mL™) em macréfagos, apontaram que o ExMet possui significativa resposta &
inflamacdo, reduzindo TNF-o, sem alterar a producdo de IL-10. A nanoencapsulacdo do
ExAc em PLGA, pelo método de emulsdo-evaporacdo, também foi investigada,
obtendo-se nanoparticulas poliméricas com formatos esféricos, diametro médio de 192
nm e indice de polidisperséo de 0,59, conforme analise por MET. Os valores de Dh™ e o
Pdl das nanoparticulas suspensas em agua, determinados por DLS, foram de 237 nme
0,108, e ndo houve variagdo significativa durante 30 dias de avaliagdo. A média da
eficiéncia de encapsulacdo foi de 12,7%, valor consideravel do ponto de vista da
encapsulacdo de um extrato vegetal.

Palavras-chave: Guazuma ulmifolia, perfil fitoquimico, producdo de EROs e NO,
atividade anti- inflamatoria.



ABSTRACT

Among the fruits of the Brazilian Cerrado, Guazuma ulmifolia Lam., or mutamba,
stands out due to the presence of bioactive compounds of interest for research. The
objective of this research is to study the phytochemical profile in extracts of medium
polarity and to identify phenolic compounds in extracts of the fruits of G. ulmifolia, as
well as to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory potential, related to the
content of phenolic compounds in these fruits. In the extracts of the fruits, the contents
of total phenolic compounds, total flavonoids, condensed tannins, the antioxidant
potential were evaluated. Also, the cell viability (method of 3 (4,5-dimethylthiazol-2-yl)
-2,5 -diphenyltetrazolium bromide - MTT) and the production of Reactive Oxygen
Species (ROS) and Nitric Oxide (NO) in murine macrophage cells (RAW 264.7),
mouse fibroblasts (NIH-3T3) and human aorta endothelial (EAHy 926 ), as well as anti-
inflammatory activity through the production of Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a)
and Interleukin 10 (IL-10) in murine macrophages and toxicity to Artemia salina. The
phenolic compounds identified by High Performance Liquid Chromatography coupled
with High Resolution Mass Spectrometry (HPLC-EMAR) were: protocatechinic acid,
gentisic acid, caffeic acid, p-cumaric acid, vanylic acid, gallic acid, catechin,
epcatechin, quercetin -3-O-B-glucoside, rutin, quercetin, naringenin, luteolin and
kaempferol. The extracts of the fruit of G. ulmifolia had a high content of phenolic
compounds and a high antioxidant potential. In the methanolic (ExMet) and ethyl
acetate (ExAc) extracts, the contents of phenolic compounds, flavonoids, condensed
tannins and the antioxidant potential were, respectively: 2145.0 and 5292.6 mg
AGE/100g; 264.87 and 546.02 mg of flavonoids/100 g; 729.05 and 557.67 mg EC/100
g; ICso = 147.6 and 67.63 pgmL™. ExMet and ExAc extracts were not very toxic for
Artemia salina, this toxicity being greater for the methanol extracts of the bark (LDsg =
60 ngmL*) and of the pulp (LDso = 42 pg.mL™). The methanol extract from the seed
was not toxic at any of the concentrations tested. The cell viability test showed that
ExMet did not have a cytotoxic effect on any of the cells tested, while ExAc showed
low cytotoxicity, with 48.37% (macrophages) and 51.71% (fibroblasts) of viable cells
for the highest concentration employed (500 pg.mL™). None of the extracts altered the
production of ROS in the tests performed with RAW 264.7 and NIH-3T3 cells, but both
reduced the production of ROS for EAHy 926 cells. The presence of extracts in the
three cells did not reduce NO production under the conditions analyzed (without LPS
stimulation). Analysis of TNF-a and IL-10 production, after adding extracts (0.25
mg.mL?) in macrophages, showed that ExMet has a significant response to
inflammation, reducing TNF-o, without altering the production of IL-10. The
nanoencapsulation of ExAc in PLGA, by the emulsion-evaporation method, was also
investigated, obtaining polymeric nanoparticles with spherical shapes, mean diameter of
192 nm and polydispersity index of 0.59, according to analysis by MET. The values of
DhM and PdIl of nanoparticles suspended in water, determined by DLS, were 237 nm
and 0.108, and there was no significant variation during 30 days of evaluation. The
average encapsulation efficiency was 12.7%, a considerable value from the point of
view of encapsulation of a plant extract.

Keywords: Guazuma ulmifolia, phytochemical profile, production of ROS and NO,
anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, hd um crescente interesse pelas frutas tropicais devido as suas
propriedades nutricionais e terapéuticas. Dentre as terapéuticas, se destacam aquelas que
podem ser incluidas na dieta natural e que possuem propriedades antioxidantes, cuja
acao é capaz de prevenir doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como disfuncoes
cardiovasculares, inflamacOes, diabetes e até mesmo o cancer. Os efeitos mais
favoraveis dos frutos estdo, altamente, relacionados ao contetdo de microconstituintes,
incluindo acido ascorbico, carotendides, tocoferdis e polifendis. Estes ultimos sdo
identificados como potentes eliminadores de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
estdo entre os antioxidantes mais abundantes na dieta humana.

O Cerrado € um dos biomas mais ricos do mundo, possuindo uma grande
quantidade de frutas nativas e exoticas, com sabores intensos, exclusivos e com
reconhecido potencial para exploracdo nas industrias de alimentos e farmacos. Porém,
apesar de todo esse potencial, estas frutas permanecem, ainda, em parte desconhecidas.

A Guazuma ulmifolia Lam., conhecida por mutamba, eleita para estudos nesta
pesquisa, pertence a familia Malvaceae e é amplamente utilizada na medicina popular,
particularmente, pela populacéo da regido do Cerrado (CRUZ, 1995). Os usos populares
de G. ulmifolia tém motivado pesquisas experimentais (in vitro e in vivo), nas quais
foram comprovadas bioatividade associada & composicdo fitoquimica, principalmente
pela presenca de taninos condensados (PEREIRA et al., 2019).

Uma revisdo bibliografica detalhada, sobre a G. ulmifolia, recentemente
publicada por Pereira e colaboradores (2019), evidencia a presenca de compostos
fendlicos bioativos. Dentre as principais bioatividades detectadas, inclui-se a
antimicrobiana, antiprotozodria, antidiarreica, antidiabética, cardioprotetora e anti-
inflamatoria.

Em funcdo de sua bioatividade, a espécie G. ulmifolia segue sendo investigada e
pesquisadores buscam validar seu uso como planta terapéutica, através dos estudos
fitoquimicos. Estudos com extratos aquosos das frutas e flores de mutamba mostraram
resultados positivos para 0s seguintes compostos bioativos: alcaldides, taninos,
saponinas, flavondides, terpendides, glicosideos cardiacos e esterdides (PATIL e
BIRADAR, 2013). Extratos alcéolicos das folhas da mutamba apresentaram acidos
fendlicos como acido galico, &cido clorogénico, acido cafeico e acido rosmarinico, além

de flavondides como rutina, luteolina, apigenina, quercetina, catequina e quercitrina
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(CALIXTO JUNIOR et al, 2016; MORAIS et al., 2017). No extrato do fruto de
mutamba, composto por dgua deionizada com metanol e acetona, foi identificada a
presenca de &cido p-hidroxibenzdico, acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico,
acido ferdlico, acido galico, acido gentisico, &cido p-cumarico, &cido protocatequinico,
catequina, epicatequina, epigalocatequina, kaempferol, kaempferol 3-O-glucésido
(astragalina), kaempferol 3-O-ramnosil-glucdsido (nicotiflorina), luteolina, luteolina 7-
O-glucésido (cynaroside), naringenina, dimero de procianidina B1, dimero de
procianidina B2, trimero de procianidina C1, quercetina, quercetina 3-O-galactosido
(hiperosido), quercetina 3-O-metil éter, (isorhamnetina), rutina, vanilina (PEREIRA et
al., 2020). Estas pesquisas somadas a outros estudos ja realizados, indicam uma
expressiva presenca de compostos bioativos, principalmente, compostos fendlicos, na
Guazuma ulmifolia e comprovam sua atividade antioxidante, entre outras propriedades.

O interesse das indUstrias de produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos,
pelo uso de extratos bioativos e de substancias bioativas procedentes de frutas, €
crescente, com vistas, principalmente, ao desenvolvimento de produtos funcionais
(CYBORAN et al., 2014). A utilizacdo dos compostos bioativos, como os fendlicos,
6leos essenciais, alcaldides, carotendides e terpendides, na producdo de alimentos,
cosméticos e farmacos, tem sido limitada, principalmente, por serem pouco sollveis em
agua e apresentarem baixa absorcdo e, também, por ndo serem capazes de atravessar as
membranas lipidicas das células ou por terem tamanho molecular excessivamente alto, o
que pode levar a perda de biodisponibilidade e de eficacia (BONIFACIO et al., 2014).
A instabilidade quimica durante a estocagem (temperatura, presenca de oxigénio, luz,
etc.) é outro fator que pode limitar o desenvolvimento de tais produtos (LI, ROUAUD e
PONCELET, 2015; WANG et al., 2014).

Uma das formas possiveis de se reduzir os inconvenientes acima referidos, seria
a utilizacdo dos sistemas nanoestruturados, que podem facilitar e aumentar o controle da
estabilidade, melhorar a solubilidade, a biodisponibilidade e controlar a liberacdo de
compostos bioativos (ABBAS et al., 2015; NEVES et al., 2015). Entre os biomateriais,
0 polimero biodegradavel poli (&cido lactico-co-acido glicolico) - PLGA, apresenta
enorme potencial como veiculo carreador de compostos, alem de ser um polimero
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration). O PLGA é, fisicamente, resistente
e biocompativel e tem sido empregado como weiculo de liberacdo de farmacos,
proteinas e varias outras macromoléculas, tais como DNA, RNA e peptideos (RUHE et
al., 2003; BOUISSOU et al., 2006). Tem sido usado, também, para nanoencapsulacao
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de extratos de plantas (PEREIRA et al., 2015; SILVA et al., 2014; PEREIRA et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2017; HILL, MATTHEW e GOMES, 2013).

Ao se aliar o reconhecido potencial dos frutos nativos do cerrado, com a
possibilidade de reducédo das limitagOes, naturalmente existentes, para sua utilizagdo em
maior escala, inclusive, em ambito industrial, ampliam-se significativamente as
perspectivas de aproveitamento destes frutos, dentre os quais se destaca a mutamba
(Guazuma ulmifolia Lam.), objeto deste trabalho.

A frente, sdo apresentados e detalhados os procedimentos metodologicos e os
principais resultados alcancados do estudo realizado neste trabalno com extratos
metandlico e de acetato de etila do fruto de Guazuma ulmifolia. O estudo pretendeu
avaliar algumas caracteristicas dos extratos deste fruto, particularmente a presenca de
guantidade significativa de compostos fenélicos que, em principio, poderiam influenciar

a producdo de marcadores inflamatérios em testes in vitro.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil fitoquimico dos extratos de média polaridade dos frutos de
Guazuma ulmifolia Lam, identificar compostos bioativos, investigar o potencial
antioxidante e anti-inflamatério, e avaliar a utilizacdo do método de emulsdo-

evaporacao para nanoencapsulacdo de compostos presentes nos e xtratos.

2.1 Objetivos Especificos

v' Avaliar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, taninos condensados
e o potencial antioxidante dos extratos metandlicos (ExMet) e de acetato de etila (ExAC)
dos frutos de Guazuma ulmifolia;

v Identificarcompostos fendlicos por CLAR-EMAE presentes nos extratos metan6licos
da casca (ExXCMet), polpa (ExPMet), semente (ExSMet) e de acetato de etila (EXAC)
dos frutos de Guazuma ulmifolia;

v Avaliar o possivel efeito citotéxico dos extratos ExMet e ExXAc sobre as células de
macr6fagos de murino (RAW 264.7), fibroblastos de camundongo (NIH-3T3) e
endotelial de aorta humana (EAHy 926);

v Avaliar in vitro a produgéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), Oxido Nitrico
(NO), Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e Interleucina 10 (IL-10);

v’ Avaliar o possivel efeito toxico dos extratos ExXCMet, ExPMet, ExXSMet, ExMet e
EXAc para Artemia salina;

v" Investigar caracteristicas morfologicas e texturais de nanoparticulas de PLGA/EXAc

obtidas pelo 0 método de emulséo-evaporacao.
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3 CERRADO BRASILEIRO

O Cerrado é uma savana neotropical que ocupa cerca de 2 milhdes de km?, ou
22% do territério brasileiro, e se situa no coracdo da América do Sul. Em extenséo,
entre 0s biomas brasileiros, o Cerrado fica atrds apenas da Amazdnia e ocorre nos
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Bahia, Maranhdo, Piaui e Distrito Federal. Além disso, incorpora ainda
partes do territério de paises vizinhos como Bolivia e Paraguai (CAVALCANTI et al.,
2012).

Sendo assim, 0 segundo maior bioma da América Latina, o Cerrado brasileiro é
considerado um dos principais centros de conservacdo da diversidade bioldgica do
mundo, devido a riqueza da biodiversidade e altos niveis de endemismo (SANO et al.,
2019), hospedando mais de 12.400 espécies de plantas (JBRJ, 2017).

Na sua maior parte, o Cerrado apresenta periodo chuvoso que dura de outubro a
marc¢o, seguido por periodo seco, de abril a setembro (KLINK e MACHADO, 2005). O
clima, classificado como tropical chuvoso, com invernos secos e verbes chuvosos,
apresenta média anual de precipitacdo da ordem de 1500 mm, variando de 750 a 2000
mm (ADAMOLI et al., 1987).

A flora na regido do Cerrado apresenta vérias fitofisionomias, que englobam
formacBes florestais, savanicas e campestres, sendo que a area de florestas apresenta
predomindncia de espécies arboreas com formacdo de dossel, continuo ou descontinuo;
as savanas compreendem as areas com arvores e arbustos entremeados em um estrato
graminoso, sem a formacao de dossel continuo; e nos campos predominam as espécies
herbaceas e arbustivas, faltando arvores na paisagem (RIBEIRO e WALTER, 2008).

Em decorréncia do grau de ameaca a enorme diversidade de espécies, incluindo
espécies endémicas, o Cerrado, assim como a Mata Atlantica, é considerado um dos
“hotspots” mundiais, ou seja, um dos biomas mais ricos ¢ ameacados do mundo
(MYERS et al. 2000).

De acordo com Almeida et al., (2011), o Cerrado é um bioma brasileiro que tem
varias espécies frutiferas nativas e exéticas subexploradas, de potencial interesse para a

agroindustria e uma possivel fonte de renda para a populacéo.
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4 FRUTOS DO CERRADO E SEUS COMPOSTOS BIOATIVOS

Muitas das espécies frutiferas do bioma Cerrado ja tiveram suas potencialidades
de uso identificadas, sendo aproveitadas para alimentagdo, para producdo de forragem,
ornamentacdo, medicina, 6leos, madeira, entre outros (RATTER, BRIDGEWATER e
RIBEIRO, 2003). Vérias dessas especies produzem frutos comestiveis, com formatos
variados e cores atrativas, apresentando caracteristicas sensoriais Unicas, apreciavel
valor nutricional e elevadas concentracbes de compostos funcionais, como fibras,
vitamina C, compostos fendlicos e alto potencial antioxidante (DUARTE, 1998; LIMA
etal, 2015a,b).

A necessidade de preservacdo e manutencdo das espécies nativas do Cerrado é
um consenso no meio cientifico, e o aproveitamento comercial sustentavel de algumas
espécies, tem sido apontado como uma alternativa econémica para a populacdo desta
regido (LIMA et al., 2015a,b). Porém, apesar da rica diversidade de frutos de espécies
nativas do Cerrado, h4, ainda, caréncia de estudos a respeito de suas qualidades e
potencialidades. Faltam, assim, dados confiaveis, por exemplo, sobre o contetudo de
compostos bioativos e a capacidade antioxidante das frutas, como ferramentas de grande
importancia para a salde publica, ja que o consumo regular de frutas e vegetais esta
associado a um risco reduzido de desenvolver doencas cardiometabdlicas. Além disso, a
informacédo sobre o conteddo fitoquimico ajuda a agregar valor comercial e industrial
aos frutos (ALVES etal. 2017; ARTS e HOLLMAN, 2005).

Estudos com frutos nativos do Cerrado, mostram potencial nutricional e de
compostos bioativos com propriedades promotoras de saudde, incluindo-se o auxilio na
atividade antioxidante. Na medicina popular, sdo utilizados como anti-inflamatérios,
antibioticos e hipocolesterolémicos (MESQUITA etal., 2009; GONCALVES, LAJOLO
e GENOVESE, 2010). Embora os estudos sobre a eficicia dos efeitos terapéuticos de
extratos brutos ou de compostos isolados de diversas plantas e frutas deste bioma, sejam
insuficientes, sabe-se que ha um vasto espectro de atividade bioldgica a ser explorado,

incluindo propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias (JUNIOR et al., 2009).

4.1 A espécie Guazuma ulmifolia (mutamba)

Entre as espécies de plantas promissoras do Cerrado brasileiro, tem-se a

Guazuma ulmifolia Lam., pertencente a familia Malvaceae (MORAIS et al., 2017), e
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conhecida popularmente como mutamba, mutambo, fruta-de-macaco, embira, embireira
e mutamba verdadeira (LORENZI, 2002).

A arvore Guazuma ulmifolia € semidecidua (suas folhas caem apos estacdo seca
prolongada) podendo atingir de 8 a 30 m de altura e 60 cm de didmetro na altura do
peito (CARVALHO, 2007) (Figura 1A). Sua copa é densa e larga, com ramos
horizontais e folhas agrupadas alternadamente ao longo dos galhos (Figura 1B). As
folhas (Figura 1C) sdo de filotaxia alternada, simples, ovalada ou lanceolada (formato
de lanca), com5a 18 cmde comprimento e 2 a 6 cm de largura, membranacea, mais ou
menos aguda no apice, com a margem moderadamente denteada ou crenada; a
superficie adaxial é brilhante com trés a cinco veias emergindo da base, conectadas ao
caule ao longo do peciolo de 0,8 a 2,5 cm (CARVALHO, 2007).

O fruto de G. ulmifolia é classificado como uma capsula globular a ovoide, seco,
Verrucoso e sua cor muda de verde para preto durante 0 amadurecimento. A mutamba in
natura apresenta massa, comprimento e didmetro médio de 3,64 g, 1,94 cm e 2,04 cm,
respectivamente. Esse fruto é protegido com tubérculos duros e abertura (deiscéncia) em
cinco fendas estreitas ligados um ao outro no apice ou, irregularmente, por poros
(Figura 2A) (CARVALHO, 2007; SOBRINHO e SIQUEIRA, 2008). Internamente, o
fruto é duro e seco, apresentando estruturas coriaceas e lenhosas, contendo em média 87
sementes, envolvidos pelo mesocarpo doce e mucilaginoso (Figura 2B-D). As sementes
sdo ovdides, de cor acinzentada, com cerca de 2 mm de comprimento, pesando 0,72 ¢
em média (Figura 2E) (CARVALHO, 2007; SOBRINHO e SIQUEIRA, 2008).

Esta espécie é utilizada na medicina popular para o tratamento da elefantiase,
doencas cutaneas, sifilis e infecces respiratorias. Os extratos das folhas e frutos séo
explorados pelas empresas de cosméticos na fabricacdo de xampus e condicionadores
antiqueda. O Oleo essencial tem grande demanda para aromatizacdo de ambientes e
fabricacdo de perfumes devido ao cheiro agraddvel (NUNES et al., 2005). O cha das
cascas € utilizado no Brasil como sudorifero, sendo também empregado em casos de
febre, tosse, bronquite, asma, pneumonia e problemas de figado (CRUZ, 1995). A
mutamba (cascas e folhas) € também empregada em diversos paises da América do Sul
e América Central, para tratamento de problemas gastrintestinais, distarbios renais e
alopecia (RAMIREZ, et al., 1988).

Segundo Berenguer e colaboradores (2007), as flores e as folhas de Guazuma
ulmifolia sdo usadas como remédio, nos casos de doencas renais e gastrointestinais,
febre e diabetes. Os estudos de Berenguer et al., (2007) mostraram que o tratamento
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com o extrato etandlico das partes aéreas (flores e folhas) de G. ulmifolia, nas
concentragOes de 125, 250 e 500 mg/kg, diminuiu a Glcera na mucosa gastrica em ratos
de forma dose-dependente. Outros estudos com G. ulmifolia demonstraram o potencial
dos extratos aquosos das folhas para baixar os niveis de glicose no plasma de coelhos
saudaveis em até 22% (ALARCON-AGUILAR et al., 1998).

Pesquisas bibliograficas realizadas sobre a bioatividade desta espécie, mostram o
potencial antidiabético da casca, caule e folhas da planta (ALARCON-AGUILAR et al.,
1998; ALONSO-CASTRO e SALAZAR-OLIVO, 2008; ADNYANA, YULINAH e
KURNIATI, 2013). Efeitos antimicrobiano da casca e caule (LUNA-CAZARES e
GONZALEZ-ESQUINCA, 2017; CATES et al., 2013); antibacteriano (folhas)
(CACERES, SAMAYOA e AGUILAR, 1990; BOLIGON et al., 2013); gastro-protetor
(folhas e flores) (BERENGUER et al., 2007); efeito hipotensor e vasorelaxante (casca)
(MAGOS et al., 2008) também ja foram demonstrados. Cascas e folhas apresentaram
efeito antioxidante e anticolinesterdsico (MORAIS et al.,2017), além de atividade
antiparasitaria (CALIXTO-JUNIOR et al., 2016), antifingica (SALCEDO et al., 2014)
e antiobesidade (ISWANTINI et al., 2011). Foram identificadas outras propriedades
importantes como: inibicdo sobre a adipogénese (HIDAYAT et al., 2015; NURI,
SUKARDIMAN e BAMBANG PRAYOGO, 2016); reepitelizacdo e cicatrizagéo de
feridas em ratos (SENTHIL et al., 2011); antiproliferacdo de células cancerigenas (DA'I
etal.,, 2016); e efeitos anti-inflamatorios (MALDINI et al, 2013).

Estudos fitoquimicos dos extratos desta espécie revelaram a presenca de
compostos fendlicos (QUINTANAR-ISAIAS et al, 2005), taninos e alcaldides
(ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005), sendo que, a estes ultimos, sdo atribuidos
efeitos hipoglicemiantes (JUNG et al., 2006). A presenca de flavonoides e &cidos
fendlicos com reconhecido potencial antioxidante, combinada com o potencial anti-
colinesterase, corrobora com a possibilidade de uso da G. ulmifolia no tratamento de
doencas gastrointestinais (MORAIS et al., 2017). O extrato etanolico da folha de G.
ulmifolia foi considerado eficiente, também, contra as cepas de alguns parasitas testados
(Trypanosoma cruzi, Leishmania brasiliensis e Leishmania infantum), possivelmente
devido a presenca de quercetina, composto conhecido como potente leishmanicida
(CALIXTO JUNIOR et al., 2016).

Varios estudos comprovaram a presenca de compostos bioativos em partes da

planta G. ulmifolia, por exemplo, os citados na Tabela 1.
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Figural: A) Arvore da Guazuma ulmifolia Lam.; B) Galho; C) Folhas.

Figura2: A) Fruto de Guazuma ulmifolia Lam.; B) Fruto seccionado; C) Casca; D) Polpa e E) Semente.
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Tabela 1: Classes de compostos bioativos presentes na planta Guazuma ulmifolia.

Parte da Planta
Folha
Folha
Casca

Casca
Casca
Casca
Folha, Casca,
Fruto
Fruto

Casca, Folha e
Fruto

Classe dos Compostos
Flavondides; Acidos Fendlicos
Acidos Fendlicos; Flavonoides
Flavondides; Taninos

Taninos

Flavondides

Taninos; Alcalbides
Proantocianidina; Taninos

Acidos Fendlicos; Flavonoides;
Taninos

Taninos; Flavondides;
Saponinas, Mucilagens,

Autor

Morais et al., (2017)

Calixto-Junior et al., (2016)

Hor, Heinrich e Rimpler (1996);
Caballero-George, et al., 2002; Rocha
(2005)

Galina (2003); Maldini et al., (2013)
Magos et al., (2008)

Andrade-Cetto e Heinrich (2005)
Pereira etal., (2019)

Pereira etal., (2020)

Galina et al., (2005); Iswantini et al.,
(2011); Assis et al., (2019)

Alcaldides, Triterpenos e
Esterdides
Taninos e Flavondides

Folhas de Souza et al., (2018); dos Santos et

al., (2018)

Dentre os compostos fendlicos presentes no fruto de G. ulmifolia, predominam
0s seguintes: trimero de procianidina C1, dimero de procianidina B2, rutina,
epicatequina, hiperésido, catequina, acido protocatequinico, acido galico e dimero de
procianidina B1 (PEREIRA et al., 2020).

O trimero de procianidina C1 € um tanino condensado que, quando isolado
mostrou bioatividades, como: anti-inflamatério (BYUN et al, 2013); antialérgico
(NAKANO et al ., 2008); anti-cancer (KIN et al., 2013); efeitos cardioprotetores
(BYUN et al., 2014); efeitos neuroprotetores (SONG, LEE e KANG, 2019); capacidade

de modular as respostas imunes (SUNG et al., 2013).

5 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo um amplo grupo de fitoquimicos que possuem, no
minimo, um anel aromatico ao qual se encontra ligado um ou mais grupos hidroxila. A
sua estrutura pode variar entre uma simples molécula fendlica a polimeros complexos
de elevado peso molecular (IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

Os compostos fendlicos estdo divididos em: &cidos fendlicos (acido
hidroxibenzdico e &cido hidroxicindmico) lignanas, flavonoides, estilbenos e taninos,

conforme apresentado na (Figura 3), com alguns exemplos.
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Os acidos fendlicos (Figura 4), apresentam um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, o que
Ihes confere propriedades antioxidantes, sendo assim indicados para o tratamento e
prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares, etc. (BRAVO, 1998; CROFT, 1998).

As lignanas sdo compostos formados pela unido de duas unidades de
fenilpropanoide pela ligacdo 6-6° (Figura 5) (HAWORTH, 1942). Algumas lignanas
podem apresentar atividades farmacoldgicas e/ou imunolégicas, além de propriedade
anti-inflamatoria, anti-tumoral, anti-mitotica, antiviral, antiaterosclerdtica e/ou
citotoxica para alguns tipos de parasitas (MACRAE e TOWERS, 1984) e antialérgicas
(ROW etal., 1964).

Os flavondides sdo frequentemente encontrados nas formas glicosiladas ou
esterificadas, consistindo em anéis Cg-C3-Cg, Ou Seja, anéis A e B ligados por um anel C
de trés carbonos (Figura 6). De acordo com as variagdes do padrdo de substituicdo, 0s
flavandides sdo classificados em diferentes subclasses, com uma gama extremamente
diversificada de derivados (ISODA et al., 2014). Eles séo divididos em seis subgrupos
(Figura 7): flavanonas, isoflavonas, flavandis, flavonas, flavondis e antocianidinas, de
acordo com o grau de hidrogenacdo e substituicdo do heterociclo oxigenado: (HEIM,
TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002; IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

Encontrados em plantas, os compostos flavondides mostram maior concentracéo
nas sementes e nos frutos, podendo ser ingeridos em altas quantidades como
componentes normais da dieta humana (HODEK, TREFIL e STIBOROVA, 2002;
MENNEN et al., 2005). Estima-se que o consumo diario de flavondides pode ser de
centenas de miligramas por dia (HOLLMAN e KATAN, 1998). Dentre os flavondides

mais encontrados nos frutos, tém-se a quercetina, catequina e rutina.



Figura 3: Esquema de classificacdo dos compostos fenélicos, comexemplos.
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Figura 4: Estruturas béasicas dos A) Acidos fendlicos hidrobenzdicos e B) Acidos fendlicos

hidro xicinamicos.

Figura5: Estrutura bésica das lignanas.

Figura 6: Estrutura basica dos flavondides, com a identificacdo dos respectivos anéis A, B, C e
numeracdo dos Carbonos.

Figura 7: Estruturas quimicas dos flavondides: A) Flavanonas; B) Isoflavonas; C) Flavanéis; D)

Flavonas; E) Flavondis e F) Antocianidinas.

A quercetina (Figura 8A) € associada a caracteristicas antioxidantes, reagindo
com &nion superdxido, oxigénio singleto e radicais peroxil. Também forma complexos
com ferro, 0 que pode prevenir a formacgéo de radicais ativos de oxigénio e, também,
pode preservar a vitamina C. Portanto, a quercetina pode ser associada a prevencdo da
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, lipoproteina aterogénica, e a formacéo de
placas ateroscleréticas (COSTA, 2003). A catequina (Figura 8B) ¢ um composto com

atividade antioxidante encontrado, principalmente, em frutas vermelhas, cacau e cha-
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verde, sendo mais abundantes nas partes externas das plantas, como na casca das frutas.
Estd associada a prevencdo do cancer (NILE e PARK, 2014). A rutina (Figura 8C)
apresenta varias propriedades terapéuticas atribuidas, principalmente, as suas potentes
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias. Estudos demonstraram essas excelentes
propriedades benéficas a salde, capazes de previnir distdrbios neurodegenerativos,
doencas cardiovasculares e cancer de pele, entre outros (FRUTOS, RINCON-FRUTOS
e VALERO-CASES, 2019).

Figura8: Estrutura quimica das moléculas de A) Quercetina, B) Catequina e C) Rutina.

HO

A B <]

Os estilbenos sdo pequenos compostos, com um peso molecular entre 210 e 270
g.mol, que ocorrem naturalmente e caracterizam-se por um esqueleto 1,2-di-fenil-
etileno (Figura 9) (ROUPE et al., 2006). Os estilbenos e 0s seus derivados possuem uma
variedade de atividades biolégicas e farmacolégicas (JAYATILAKE et al, 1993),
incluindo um forte potencial antioxidante (WAFFO-TEGUO et al., 1998), atividades
antifungicas (DELAUNOIS et al., 2009), antimicrobianas e quimiopreventivas do
cancro (CHONG, POUTARAUD e HUGUENEY, 2009).

Figura9: Estrutura basica do estilbenos.

Sh

O termo "tanino" é definido por duas classes diferentes de compostos quimicos
de natureza fenolica: os taninos hidrolisdveis e os taninos condensados (P1ZZI, 1993).
Segundo Metche (1980), os taninos hidrolisaveis (Figura 10A) sdo poliésteres da

glucose, podendo ser classificados em duas categorias: (a) os galotaninos, que por
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hidrélise acida liberam o acido galico e seus derivados; (b) os elagitaninos, que por
hidrdlise liberam o &cido elagico, &cido valbnico, sendo o &cido eldgico o mais
importante. Segundo Pizzi (1993), os taninos condensados (proantocianidinas) (Figura
10B) sdo compostos por unidades de flavondides e possuem diferentes graus de
condensacdo, estando, invariavelmente, associados a seus precursores ineditos,

denominados de flavan-3-ols (catequina) e flavan 3-4 diols (leucoantocianidina).

Figura 10: Estruturas quimicas dos A) Tanino Hidrolisdveis (Casuarictina (elagitanino)) e B) Taninos

Condensados ou Proantocianidinas.
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Segundo Oliveira e Berchielli (2007) os taninos sdo considerados ""componentes

que promovem a saude" por causa dos efeitos funcionais, assim como os flavondides e
outros compostos fendlicos. A atividade bioldgica dos taninos condensados pode estar
associada a presenca do acido galico em sua cadeia. Dentre as atividades bioldgicas
encontram-se a anticancerigena, antimutagénica, antimicrobiana, antioxidante
(AMAROWICZ, 2007); antialérgica, reducdo de risco de doencas cardiovasculares e de
Ulceras (ZHANG et al., 2010); reducdo da pressdo arterial, acdo anti-inflamatorio e anti-
helmintica (TIAN et al.,2012).

Ademais, os compostos fendlicos sdo antioxidantes primarios que atuam como
sequestradores de radicais livres, além de quelarem metais de transicdo e inibirem a
lipo-oxigenase. Por outro lado, os compostos fendlicos podem, também, propiciar

reacdo oxidativa in vitro, atuando como pro-oxidantes, ao agirem sobre metais,
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reduzindo-os e aumentando a formacdo de radicais livres e perdxidos (MOREIRA e
MANCINI-FILHO, 2004).

6 ANTIOXIDANTES

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que
contém no minimo uma hidroxila, podendo ser sintético, como o butil hidroxianisol
(BHA), e o butil hidroxitolueno (BHT), ou naturais como no caso de substancias
bioativas (organossulfuratos, fendlicos e terpenos), que estdo presentes em Varios
alimentos (OLIVEIRA et al., 2010).

Uma substancia antioxidante é aquela capaz de retardar ou impedir danos
devidos a oxidacdo, mesmo em pequenas concentragBes em relacdo a um agente
oxidante. Tal substancia pode apresentar diferentes propriedades protetivas e agir em
varias etapas do processo oxidativo, podendo funcionar por diferentes mecanismos
(MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT e PONGSAWATMANIT, 2007).

De acordo com o0 mecanismo de acdo, os antioxidantes sdo classificados como
primarios e secundarios. Os antioxidantes primarios sdo 0s compostos que atuam
interrompendo a cadeia da reacdo por meio da doacdo de 4&tomos de hidrogénio ou de
elétrons,  transformando-os em  produtos  termodinamicamente  estaveis
(MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT e PONGSAWATMANIT, 2007), ou reagindo com 0s
radicais livres, formando um complexo lipidio-antioxidante, que pode reagir com outro
radical livre, por exemplo butil-hidroxianisol, butil-hidroxitolueno, ésteres do acido
galico, da butil-hidroquinona, do tocoferol e dos flavonoides (ADEGOKE et al., 1998).
J& os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciagdo da auto-oxidacao
por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de metais; sequestro de oxigénio;
decomposicdo de hidroperdxidos para produzir espécies ndo radicalares; absorcdo de
radiacdo UV ou desativacdo de oxigénio singleto (GORDON, 1990).

Os mecanismos de acdo antioxidante dos compostos fendlicos sdo: doagdo de
atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila do anel aromatico aos radicais livres,
agindo como agentes redutores; sequestro de moléculas radicalares; também, quelam
metais divalentes, além de inibir a atividade de enzimas oxidativas, reduzindo, assim, o
dano oxidativo no organismo. Bloqueiam a acdo de enzimas especificas que causam
inflamacdo; modificam rotas metabdlicas das prostaglandinas; protegem contra a

aglomeracdo plaquetaria e inibem a ativacdo de carcindgenos (VALKO et al., 2007).
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Segundo Decker (1998), os antioxidantes fendlicos atuam, de preferéncia, como radical
peroxila, que é predominante na etapa de propagacdo da auto-oxidacdo e por possuir
menor energia do que outros radicais, o que favorece a abstracdo do seu hidrogénio. A
acdo dos compostos fenélicos como antioxidantes depende da concentracdo e do tipo de
compostos, podendo haver sinergismo ou antagonismo entre diferentes compostos. Um
dos principais determinantes da atividade antioxidante dos compostos fenolicos, esta
relacionado ao grau de hidroxilacdo e a posi¢cdo dos grupos hidroxila na molécula
(HASSIMOTTO, GENOVESE e LAJOLO, 2005).

Segundo Sanchez-Moreno, (2002) a eficiéncia dos compostos fendlicos como
antioxidantes, depende do numero de determinantes estruturais, incluindo o numero e
posicdo dos grupos OH, o tipo e posi¢cdo da glicosilagdo e o grau de impedimento
estérico aliado a abstracdo de hidrogénio. O fenol por si s6 é inativo como antioxidante.
Portanto, os compostos orto e para-difendis possuem atividade antioxidante que se
acentua com a substituicdo de seus atomos de hidrogénio por grupos etil ou n-butil.

A Otima atividade antioxidante dos flavondides, esta relacionada com a presenca
de grupos hidroxila nas posicdes 3' e 4' do anel B, os quais conferem uma elevada
estabilidade ao radical formado, participando no deslocamento do elétron, e uma dupla
ligacdo entre os carbonos C;, e C3 do anel C em conjugagdo com o grupo carbonilo na
posicdo Cy4, 0 qual possibilita o deslocamento de um elétron do anel B. Por fim, grupos
hidroxila livres na posicdo 3 do anel C e na posicdo 5 do anel A, juntamente com o
grupo carbonilo na posicdo 4, também sdo importantes para a atividade antioxidante
destes compostos. A quercetina, um flavondide que relne todas estas caracteristicas, é
um dos antioxidantes naturais mais potentes (SANCHEZ-MORENO,2002). De acordo
com Rice-Evans, Miller e Paganga, (1996), a eficiéncia dos flavondides diminui com a
substituicdo de grupos hidroxila por acucares, sendo os glicosideos menos antioxidantes
que suas agliconas correspondentes.

Apesar da atividade antioxidante dos taninos ser muito menos caracterizada do
que a dos flavonoides, pesquisas recentes mostram que o grau de polimerizacdo destas
substancias esta relacionado com suas atividades antioxidantes. Nos taninos
condensados e nos hidrolisaveis (elagitaninos) de alto peso molecular, esta atividade
pode chegar a ser quinze a trinta vezes superior a atribuida aos fendis simples
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os 4cidos fendlicos e seus ésteres apresentam uma elevada atividade

antioxidante, principalmente os acidos hidroxibenzdico, hidrozicindmico, cafeico e
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clorogénico. Outras caracteristicas contribuem, também, para a atividade antioxidante
dos acidos fendlicos e seus ésteres que, em geral, é determinada pelo nimero de grupos
hidroxila presentes em sua molécula. Em geral, os acidos cindmicos hidroxilados sdo
mais efetivos que seus acidos benzdicos homdlogos (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A hidroxila do &cido ferulico, presente na posi¢do orto com o grupo metoxila
doador de elétrons, € um fator que aumenta a estabilidade do radical fenoxila e a
eficiéncia antioxidante deste &cido. A existéncia de uma segunda hidroxila na posicéo
orto ou para, também aumenta a atividade antioxidante dos compostos fendlicos. O
acido cafeico, que tem essa caracteristica, possui uma atividade antioxidante maior do
que a do acido ferulico. O efeito sequestrante do radical hidroxila estd relacionado,
diretamente, aos grupos localizados na posi¢do para no anel aroméatico. Do mesmo
modo, 0s &cidos sinapico e p-cumarico sdo antioxidantes mais efetivos do que os
derivados do &cido hidrobenzdico, como o protocatequinico, o siringico e o vanilico,
devido a dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do acido cindmico (-
HC=CH-COOH), que participa da estabilizacdo do radical por ressonancia de
deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto os derivados do acido
hidrobenzdico ndo tém essa caracteristica (DEGASPARI e WASCZYNSKYJ, 2004).

Segundo Oliveira et al., (2010), os antioxidantes possuem a propriedade de
interceptar os radicais livres gerados pelo mecanismo celular ou por fontes exdgenas,
impedindo o ataque aos lipidios, aos aminoécidos das proteinas, & dupla ligacdo dos
acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesbes e a
perda da integridade celular.

Assim, de modo geral, a atividade antioxidante depende do numero e das
posicdes dos grupos hidroxila e de outros substituintes, e da glicosilacdo das moléculas
dos polifendis (CAl et al., 2006). Por exemplo, a presenca de certos grupos hidroxila no
nicleo do flavondide, aumenta a sua atividade antioxidante, assim como os padrdes de
substituicdo nos anéis A e B, a dupla ligacao 2,3 (insaturacdo) e o grupo 4-oxo no anel
C, tambem afetam a atividade antioxidante dos flavondides (CAl et al., 2006).

Antioxidantes naturais presentes em alimentos, atrairam interesse devido aos
seus potenciais efeitos nutricionais e terapéuticos (RUFINO et al., 2009). Frutas séo
fonte de compostos antioxidantes, como fendlicos, vitaminas, carotendides e minerais,
que contribuem na protecéo contra doengas (ALMEIDA et al., 2011).

As frutas sdo consideradas fontes importantes de macro e micronutrientes e,

também, possuem outros compostos com propriedades bioativas, que promovem
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beneficios adicionais a saude e protegem o corpo humano contra diferentes doencas
cronicas, como obesidade, diabetes mellitus, dislipidemias, hepatopatias e cénceres
(DEMBITSKY et al., 2011; DEVALARAJA; JAIN; YADAYV, 2011; WOOTTON-
BEARD; RYAN, 2011). Souza et al., (2013) e Martins etal., (2011) corroboram com 0s
autores citados acima, ao afirmar que dentre os efeitos benéficos dos compostos
bioativos de origem natural, estdo a reducdo da incidéncia de doencas degenerativas, a
atuacdo como anticancerigeno, a reducdo dos fatores de risco cardiovascular e as agdes
antioxidante, antialérgica, anti-inflamatoria e antimicrobiana.

O potencial antioxidante de plantas pode estar relacionado a outras atividades
biologicas importantes na prevencdo ou até mesmo no controle de doencas, como

diabetes, inflamagé&o, cancer, entre outras, como mostra a Figura 11.

Figura 11: Bioensaios que podem ser correlacionados com a atividade antioxidante. FONTE: FRANCO
(2010).
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Dentre 0s compostos bioativos, aqueles com acdo antioxidante, como as
vitaminas e os compostos fendlicos, tém atraido grande interesse por seus efeitos
comprovados na protecdo contra o estresse oxidativo (DAI; MUMPER, 2010; MALTA
etal., 2012; NIKI, 2010).
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7 ESTRESSE OXIDATIVO

De acordo com Barbosa e colaboradores (2010), o estresse oxidativo ocorre
devido ao desequilibrio entre a producdo de substancias oxidantes e a acdo do sistema
de defesa antioxidante, pela geracdo excessiva de radicais livres, ou pela perda da
velocidade de remocéo destes.

A producéo de radicais livres € um processo continuo e fisioldgico, que cumpre
funcBes bioldgicas relevantes. Entretanto, a producdo excessiva pode conduzir a danos
oxidativos. O estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo intracelular de compostos
reativos ao oxigénio e ao nitrogénio, denominados de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), respectivamente. O estresse oxidativo
ocorre nas células, geralmente, como consequéncia de um desequilibrio do sistema
redox, devido ao excesso do acimulo de espécies reativas, principalmente EROs, ou
pela reducdo de antioxidantes, ou ainda, por ambos os processos (CUNNINGHAM et
al.,, 2012; MESTMAN, 2012).

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerobica e do metabolismo celular,
produzindo radicais livres de forma natural ou devido a uma disfuncéo bioldgica. Esses
radicais livres, cujo elétron desemparelhado se encontra centrado nos atomos de
oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN), estdo envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular, imunidade e
defesa celular e sintese de substancias bioldgicas de organismos vivos. Entretanto,
quando em excesso, apresentam efeitos prejudiciais, como a peroxidagédo dos lipidios de
membrana e a agressdo as proteinas dos tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA
(BARREIROS et al., 2006; OLIVEIRA e SCHOFFEN, 2010).

Segundo Peldzio, Rosa e Oliveira (2010), o estresse oxidativo esta relacionado
coma etiologia de diversas doencgas cronicas e deve-se ao desequilibrio entre as reacoes
produtoras de radicais livres, particularmente, espécies reativas de oxigénio (EROS), e a
capacidade dos antioxidantes de agirem como mecanismos de sequestro ou eliminacéo
de radicais livres. A producdo de radicais livres é capaz de influenciar a proliferacdo
celular (necrose e apoptose) e a expressdo de genes, e estdo envolvidos em varios
mecanismos de sinalizacdo como mensageiros para muitos estimulos fisiologicos, além
de desempenhar importante papel na defesa e regulacdo da homeostase de oxirredugdo

do organismo. Células fagocitarias do sistema imunoldgico, como neutréfilos,
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monocitos e macréfagos, produzem radicais livres, principalmente superéxido e éxido
nitrico, como parte dos seus mecanismos de defesas.

Radicais livres induzidos pela peroxidagdo, sdo importantes por causa de seu
envolvimento em diversas condicdes patologicas como aterosclerose, inflamacéo,
cancer, entre outras, podendo ser produzidos por fontes endégenas ou exdgenas
(ARUOMA, 2003). Além disso, os processos inflamatorios também promovem o
aumento da concentragdo dos radicais livres no organismo (SOARES, 2002). Os
principais radicais livres observados sdo: o superoxido (+O?%), a hidroxila (*OH), o
hidroperoxido (HOO¢), o 6xido nitrico (*NO) e o diéxido de nitrogénio (*NO). Dentre
estes, o radical hidroxila é o mais reativo na inducédo de lesdes nas membranas celulares
e 0 peroxido de hidrogénio possui a capacidade de atravessar a membrana nuclear e
induzir danos na molécula de DNA (REIS et al.,, 2011).

Em situacBes em que a producdo de espécies reativas do oxigénio supera 0s
sistemas de defesa antioxidante, os EROs em excesso podem oxidar lipidios de
membranas, desnaturar proteinas e atacar acido nucléicos, o que constitui a base

molecular de diversas doencas com envolvimento inflamatério (ER et al., 2007).

8 INFLAMACAO

Em condicBes normais de funcionamento do organismo, moléculas e células de
defesa circulam livremente na corrente sanguinea (CRUVINEL et al., 2010). Quando h&
uma lesdo no organismo, esses agentes de defesa sdo imediatamente acionados e
direcionados para o local do tecido lesionado ou infeccionado, iniciando o processo
inflamatorio (DE MENDONCA et al., 2009).

O processo inflamatério € dividido em padrées agudo e cronico. O padrdo
inflamatorio agudo é a primeira a¢do de defesa do organismo contra 0 agente agressor e
comeca de forma abrupta e precoce, sendo caracterizado por trés eventos principais,
mediados por moléculas solGveis ou por células do sistema imune: (1) sinalizacdo de
calor e rubor devido a vaso dilatacdo e aumento do fluxo sanguineo local; (2)
extravasamento de proteinas e recrutamento de leucécitos para o espaco extravascular
com subsequente formacdo do edema (ou tumor) causado pelo aumento da
permeabilidade vascular; (3) liberacdo de substancias prd-inflamatorios que provocam

dor. J& o padrdo inflamatdrio cronico, é o tipo de inflamacdo que perdura por longo
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tempo, ndo sendo perceptivel os sinais cardinais de dor, tumor, calor, rubor e perda de
fungdo (WEBSTER, 2003).

A resposta inflamatdria envolve a participacdo de diferentes tipos celulares,
como neutrofilos e macréfagos que atuam como células fagocitarias, removendo o
tecido morto e mantendo a assepsia do local da ferida, além da liberagdo de citocinas e
fatores de crescimento que desempenham papel importante na etapa seguinte do
processo de cicatrizagdo (OLCZYK etal., 2014).

Na inflamacdo, os macréfagos liberam citocinas pro-inflamatorias como IL-1,
IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas. Também produzem espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o anion superdxido, o radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio, assim
como intermediarios reativos de nitrogénio, cujo principal representante ¢ o Oxido
nitrico (NO) (ABBAS e LICHTMAN, 2003).

As respostas celulares inflamatérias envolvem a formacdo e acUmulo de
mediadores bioativos, sendo o 6xido nitrico um dos mediadores importantes para varias
funcdes bioldgicas (KATSUNG, 1998). No decorrer da inflamacéo, a producdo de NO
aumenta e exerce efeitos pré-inflamatérios e regulatérios (HAMALAINEM et al.,
2007).

O Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a) é o primeiro mediador inflamatorio
a ser produzido em resposta as infecgdes e é considerado um mediador priméario do
sistema imune inato, crucial para induzir protecdo local (ULLOA e TRACEY, 2005).
Minimas quantidades de TNF-a colaboram para a defesa do hospedeiro, porém, quando
a producdo € em excesso e prolongada, o0 TNF-a torna-se nocivo ao organismo (NETEA
etal., 2003), desregulando a resposta imune e induzindo a ativacdo de outras citocinas e
do sistema oxidativo celular, que estimulam inflamacéao e lesdo tecidual potencialmente
letais (TRACEY, 2002; ULLOA e TRACEY, 2005).

Ja a interleucina 10 (IL-10), tem o papel de inibir as citocinas pré-inflamatdrias,
principalmente a citocina contrarreguladora da resposta imune inata (OBERHOLZER et
al, 2002). Esta interleucina tem acdo anti-inflamatoria, inibindo a sintese de citocinas
pré-inflamatérias (CASEY, 2000). ConcentracGes elevadas de IL-10 acarretam a
diminuicdo da producdo de TNF-a, interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL- 6 e IL-8) pelos
monocitos. Por outro lado, a supressdo de I1L-10 resulta no aumento dos niveis séricos
circulantes de TNF-a e IL-6; isso sugere que a IL-10 possui enorme poder anti-
inflamatério (CUNNEEN; CARTWRIGHT, 2004). Oberholzer e colaboradores (2002)
sugeriram gque a magnitude da resposta da IL-10 pode estar correlacionada com a
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gravidade do processo inflamatorio e a concentracdo de citocinas pro-inflamatérias,
comativacdo do TNF-a. Ha, realmente, um mecanismo homeostatico que envolve a IL-
10 e as citocinas pro-inflamatorias: enquanto 0 TNF-a e outras citocinas estimulam a
sintese de 1L-10, na vigéncia de estimulo inflamatorio, esta ird bloquear a sintese de
TNF-a de forma diretamente proporcional a resolugdo do processo inflamatorio,
levando a normalizacdo dos niveis sericos das citocinas (BORISH; STEINKE, 2003) e
restaurando a homeostase (BONE, GRODZIN e BALK 1997).

9 SISTEMAS NANO-ESTRUTURADOS POLIMERICOS PARA
ENCAPSUACAO E LIBERACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Dentre os sistemas de nanocarreadores mais comuns e que sdo extremamente
utilizados para transportar drogas/compostos, tem-se as micelas, dendrimeros,
nanofibras, niossomas, lipossomas e nanoparticulas (NPs) (TORCHILIN, 2005).

O termo “nanoparticula” engloba dois tipos de estruturas diferentes,
denominados nanocapsulas e nanoesferas, que diferem entre si de acordo com a sua

composicdo e organizacéo estrutural, como representado na Figura 12.

Figura 12: Representacdo esquematica de nanocéapsulas e nanoesferas poliméricas: 1) Nanocapsula com
farmaco dissolvido no seu nicleo; 2) Nanocépsula com o farmaco adsorvido na membrana polimérica; 3)
Nanoesfera com farmaco retido na sua matriz polimérica; 4) Nanoesfera com farmaco adsorvido ou
disperso na matriz polimérica (Fonte: Schaffazick, et al., 2003b com permissdo da Sociedade Brasileira

de Quimica, ©Creative Commons Attribution License).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede : P Matriz
polimérica polimérica
Nucleo
oleoso
Farmaco 1) 2) 3) 4) armaco

As nanocapsulas sdo sistemas do tipo reservatorio, no qual é possivel a
identificacdo de um nucleo liquido diferenciado (6leo ou agua) €, ao redor, um material

solido (involucro polimérico). A substancia ativa neste sistema pode estar dissolvida no
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nlcleo e/ou incluida ou adsorvida na parede polimérica. J& as nanoesferas sao sistemas
formados por matrizes polimericas que, ao contrario das nanocapsulas, ndo apresentam
um nlcleo diferenciado. As substancias ativas neste tipo de nanoparticulas encontram-
se, geralmente, homogeneamente distribuidas/encapsuladas no interior da matriz, sendo
liberadas por difusdo, mas, podem encontrar-se também adsorvidas a superficie da
nanoesfera (COUVREUR et al., 1995; SCHAFFAZICK et al., 2003b; GUTERRES,
ALVES e POHLMANN, 2007, STEICHEN et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas sdo bastante empregadas como biomateriais,
devido as suas caracteristicas de elaboracdo e design simples, boa biocompatibilidade,
ampla variedade de estruturas e facil reprodutibilidade. Em relacdo a entrega de drogas,
elas se destacam por serem capazes de transportar compostos diretamente para o local
proposto no corpo humano, com excelente eficiéncia (EL-SAY e EL-SAWY, 2017).
Segundo Jain et al., (1998), os polimeros biodegradaveis mais utilizados atualmente sao
os poliésteres, como o poli(e-caprolactona), o PLA (&cido poli-latico) e os diferentes
tipos de PLGA (&cido poli-latico-co-glicdlico), sendo que os dois Ultimos tém sido os
mais amplamente empregados.

O PLGA pode ser usado em varios formatos e tamanhos, podendo encapsular
moléculas de, praticamente, qualquer tamanho. E solGvel em muitos solventes comuns,
incluindo clorados, tetrahidrofurano, acetona e acetato de etila (UHRICH et al., 1999;
WU e WANG, 2001). O PLGA se degrada por hidrdlise de suas ligagdes éster (Figura
13). A presenca de grupos laterais de metila no PLA, torna o polimero mais hidrofébico
gue o PGA e, sendo assim, os copolimeros de PLGA ricos em lactideo sdo menos
hidrofilicos, absorvendo menos agua e se degradando de forma mais lenta. Devido a
hidrolise do PLGA, os parametros como temperatura de transigdo vitrea (Tg), teor de

umidade e peso molecular, podem mudar com o tempo (HOUCHIN e TOPP, 2009).

Figura 13: Hidrolise do polimero PLGA.
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Segundo Zorzi e colaboradores (2015), fatores como polaridade do composto

ativo, solubilidade, presenca de solvente organico e volatilidade devem ser considerados
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ao selecionar o nanossistema e sua técnica de preparacdo. Entre os métodos mais
utilizados para obtencdo de nanoparticulas de PLGA como carreadores de compostos
bioativos, estd a emulsdo-evaporagdo de solvente (NAIR et al., 2010). O método de
emulsdo-evaporagdao consiste na dispersdo de uma fase organica volatil, na qual se
dissolve o polimero, sobre uma fase aquosa, na presenca de um agente emulsionante. A
emulsdo formada € submetida a agitacdo para a evaporacao do solvente da fase orgénica
e formacdo das nanoparticulas. As moléculas bioativas podem ser incorporadas, tanto
via fase organica como via fase aquosa, dependendo de sua solubilidade (WANG et al.,
2014; SCHAFFAZICK et al.,, 2003a).

O meétodo de emulsificacdo-evaporacdo de solvente € um método bastante
utilizado para preparar nanoparticulas a partir de copolimeros pré-formados (RAO e
GECKELER, 2011). Essa técnica também permite encapsular compostos hidrofilicos.
Entretanto, uma emulsdo dupla A/O/A (agua/6leo/agua) deve ser formada com o
principio ativo dissolvido na fase aquosa interna (KAMALY et al., 2016). Uma
vantagem desta metodologia é a simplicidade de execucdo, requerendo, apenas, a
selecdo adequada dos solventes, emulsificantes e condigdes de agitacdo (LI, ROUAUD
e PONCELET, 2008).

Para preparar nanoparticulas poliméricas, sdo usados tensoativos na fase aquosa,
obtendo-se dispersdes estaveis. O tensoativo mais adequado € aquele que promove uma
redugdo maior da energia livre interfacial, diminuindo a tendéncia a coalescéncia e a
aglomeracdo das goticulas emulsificadas (ANTON, BENOIT e SAULNIER, 2008). Um
dos tensoativos utilizados na fase externa aquosa € o PVA (SCHOLES et al., 1999), que
evita a agregacdo das nanosferas durante a lavagem e a liofilizacdo, embora ndo possa
ser utilizado quando o produto se destina a administragdo intravenosa (LIU, PAN e
FENG, 2010). Na fase organica, segundo Liu e colaboradores (2010), geralmente, séo
usados solventes clorados para solubilizar o polimero, como o cloreto de metileno ou o
cloroformio, devido a sua baixa hidrossolubilidade, ao seu baixo ponto de ebuli¢do e a
sua capacidade de solubilizacdo de um grande numero de principios ativos.

De acordo com Souto, Severino e Santana (2012), muitos parametros podem
afetar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas obtidas pelo
método de emulsdo-evaporacdo, incluindo a solubilidade do principio ativo, a natureza
do solvente organico, a concentracdo do polimero, a natureza e a concentracdo do
tensoativo e 0 modo e duracdo da agitacdo da emulsdo. Algumas caracteristicas podem

determinar as funcbes das nanoparticulas, sendo que as principais sdo: a) tamanho
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médio e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, b) carga superficial, c) estabilidade
quimica e fisica, d) eficiéncia da encapsulacdo, e) perfil de liberacdo das substancias
encapsuladas (WANG et al., 2014; SCHAFFAZICK etal., 2003a).

SchaffaZick e colaboradores (2003a) e Anton, Benoit e Saulnier (2008) afirmam
gue 0 uso de nanoparticulas vem aumentando de maneira consideravel, devido a
caracteristicas como aumento da solubilidade de compostos ativos, que confere maior
estabilidade a este composto na suspensdo de nanoparticulas e aumenta a absorcéo
intracelular devido ao seu tamanho reduzido. Estes sistemas nanoparticulados sdo
considerados promissores vetores de substancias ativas devido a sua capacidade de
liberacdo controlada de compostos.

De acordo com Rezaei, Fathi e Jafari (2019), a nanoencapsulacdo é uma boa
alternativa para preservacao e protecdo dos compostos bioativos contra circunstancias
ambientais inadequadas e para aumentar a biodisponibilidade e estabilidade destes
compostos, contribuindo para sua aplicacdo em alimentos e produtos farmacéuticos.
Ademais, a encapsulacdo protege contra oxigénio, luz, pH, umidade e digestdo gastrica,
melhora a solubilidade de compostos lipofilicos em meios aquosos e permite a absor¢do
prolongada de nutrientes.

A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de nanoencapsulagdo de compostos
bioativos extraidos de frutas, usando o método de emulsdo-evaporacdo para obtencédo de
nanoparticula polimérica usando PLGAsps e PLGAgs:35, com caracterizagdo das
nanoparticulas (tamanho; indice de Polidispersdo (Pdl), eficiéncia de encapsulacio).

A diferenca na hidrofobicidade entre as proporgdes de PLGA, com a PLGAgs:35
sendo mais hidrofobica que PLGAsps0 devido a um maior componente lactidico
presente, pode afetar a eficiéncia de encapsulacdo entre estes extratos (SILVA, et al.,
2014; BUDHIAN, SIEGEL e WINEY, 2005). O indice de Polidispersdo (Pdl) é uma
medida adimensional da extensdo da dispersdo de tamanhos de particulas, onde valores
menores que 0,1 indicam um sistema monodisperso e homogéneo e valores mais altos
(> 0,1) indicam um sistema polidisperso e mais heterogéneo (ZIGONEANU, ASTETE
e SABLIOV, 2008 ).
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Tabela 2: Nanoencapsulagdo de compostos bioativos, usando método de emulsdo-evaporacdo para obtencdo de nanoparticulas poliméricas.

Polimero Extrato Diametro Medio das Pdl EE%  Composto Bioativo Autor
Particulas (nm)

PLGAsq:50 Guabiroba (Campomanesia 153,2 0,28 83,7 Carotenoide _
xanthocarpa O. Berg) Pereiraetal., (2015)
PLGAG5:35 154,8 0,21 98,5
PLGAsos0 Acerola (Malpighia emarginata DC) 136,53 0,26 63,27 Quercetina
Maracuja (Passiflora edulis Sims) 127,34 0,23 10,61 Cumarina
Goiaba (Psidium guajava L.) 153,62 0,17 1,15 Resveratrol
Silva et al., (2014)
PLGAss:35  Acerola (Malpighia emarginata DC) 153,37 0,17 10,94 Quercetina
Maracuja (Passiflora edulis Sims) 185,82 0,26 25,47 Cumarina
Goiaba (Psidium guajava L.) 154,33 0,20 8,15 Resveratrol
PLGAs0:50 Guabiroba (Campomanesia 202,5 0,37 39,2  Compostos fendlicos _
xanthocarpa O. Berg) Pereira et al., (2018)
PLGAG5:35 243,8 0,43 32,0

Pdl: Indice de Polidispersdo; EE%: Eficiéncia de Encapsulacio.
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A parte experimental foi realizada em etapas: coleta dos frutos de Guazuma
ulmifolia, obtencdo dos extratos metanolicos e de acetato de etila destes frutos;
caracterizagdo quimica dos extratos; ensaios biolégicos: viabilidade celular pelo método
de MTT; producdo de Espécies Reativas de Oixgénio (EROs); producdo de Oxido
Nitrico (NO); producdo de Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a) e Interleucina - 10
(IL-10); obtencdo das nanoparticulas do extrato de acetato de etila em PLGA (Np-
ExAc); caracterizacdo das nanoparticulas por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET); Teste de estabilidade das nanoparticulas, durante 30 dias, com determinacédo do
Diametro  hidrodinamico Médio (DhM) e indice de Polidispersdo (Pdl) por
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS); Eficiéncia de Encapsulacdo do EXAc em
PLGA.

10 MATERIAIS

Os reagentes e solventes empregados neste trabalho foram usados sem prévia
purificacdo e estdo listados na Tabela 3.

Os padrdes de compostos fendlicos (Sigma-Aldrich) utilizados nas analises por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, acoplada a Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo (CLAE-EMAR), foram: &cido galico, &cido protocatequinico, acido
gentisico, acido cafeico, &cido p-cumarico, acido vanilico, catequina, epicatequina,
rutina, quercetina, naringenina, luteolina e kaempferol. O padrdo quercetina 3-O-f-

glucosideo foi isolado de plantas.

Tabela 3: Reagentes, solventes e materiais e mpregados neste trabalho.

Reagentes Marca
Acetato de Etila P.A. Qhemis
Acetona P.A. Dindmica
Acido Cloridrico P.A. Dindmica/ Merck
Acido Ascorbico P.A. Dinamica
Acido Fosforico P.A. Dinamica
Acido Galico P.A. Sigma-Aldrich

BHT (butil-hidroxil-tolueno) P.A. Synth



Azul tritripano
Carbonato de Sodio P.A.
Catequina >98% (HPLC)

CellROX® Green da sonda
Cloroformio P.A.
Diclorometano P.A.

DMEM (meio Eagle modificado por
Dulbecco)

Dimetilsulféxido P.A. (DMSO)
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)
Estreptomicina
Etanol P.A.
Folin Ciocalteu
Hexano P.A.
Hidroxido de Sodio P.A
Kit ELISA de IL-10
Kit ELISA de TNF-a
LPS
Metanol P.A.
Metil-tiazol-tetrazolio (MTT)
N-(1-Naphthyl)
Naftil-etilenodiamina P.A.
Nitrito de Sédio (NaNO;) P.A.
Penicilina
PBS pH 7,2
PLGAso:50 (38-54kDa)
PVA 98%
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
Soro Fetal Bovino (SFB)

Sigma-Aldrich
Vetec

Sigma-Aldrich

Invitrogen, Life Techonoliges

Anidrol
Dindmica

Gibco®

J.T Baker
Sigma-Aldrich
Life Technologies'™
Dindmica
Sigma-Aldrich
Nuclear
Impex
BD OptEIA™
BD OptEIA™
Sigma-Aldrich
Nuclear
Life Technologies™
Sigma-Aldrich
Dinamica
Dinamica
Life Technologies™
LB - Laborolin
Sigma-Aldrich
Acros Organics
ICN - Biomedicals

Life Technologies'"
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Sulfanilamida P.A. Dindmica
Sulfato de cobre P.A. Vetec
Tartarato de Sodio e Potassio P.A. J. T. Baker / Sigma-Aldrich
Tripsina-EDTA (0,05%) Gibco®
Vanilina 99% Sigma-Aldrich

11 METODOS

11.1 Obtencao dos extratos dos frutos de Guazuma ulmifolia

11.1.1 Coleta dos Frutos

Os frutos de mutamba foram coletados no resquicio da Mata Subcaducifdlia
Estacional, localizado ao lado do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, bloco 2, do Campus
II (Samambaia) da Universidade Federal de Goias (UFG), a 16° 36'12,6 " S; 49° 15'38,7
"0 e 16°36'13,0" S, 49° 15'53,5 " O, no periodo de 1 de setembro a 3 de outubro de
2017. A exsicata estd depositada no herbario da Universidade Federal de Goias, Goiania
- GO, sob cadigo de registro: UFG-60803 (Figura 14). A identificacdo da espécie foi
realizada pelo Prof. Dr. Heleno Dias Ferreira, do Instituto de Biologia, na Universidade

Federal de Goias, Goiania - GO.

11.1.2 Preparacdo do Extrato Metandlico

Os frutos frescos da espécie Guazuma ulmifolia (6000,00 g) (Figura 15) foram
selecionados, lavados em agua corrente, triturados em nitrogénio liquido e liofilizados
(Liofilizador LIOTOP, modelo L101) por 24 h, para obter 4294,23 g de fruto seco, que
foi suspenso em 5800 mL de metanol, pelo método de percolacdo. Apds um periodo de
48 horas em metanol, o residuo sdlido presente na suspensdo foi filtrado e sulfato de
sodio anidro foi adicionado a solucdo metandlica como agente secante. Posteriormente,
a solucdo metanolica foi isolada e o solvente foi removido por destilacdo a pressao
reduzida, utilizando-se um evaporador rotativo. O material solido obtido foi

denominado Extrato Metandlico (ExMet).
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Figura 14: A exsicata depositada no herbario da Universidade Federal de Goias, Goiania - GO, sob
codigo de registro: UFG-60803.
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Figura15: Os frutos frescos da espécie Guazuma ulmifolia.

11.1.3 Preparacdo dos Extratos metandlicos da Casca, Polpa e Semente de Mutamba

Para os extratos metandlicos da casca (ExCMet), polpa (ExPMet) e semente
(ExSMet) da Guazuma ulmifolia, foi pesado 250,0 g do fruto e foi separado 22,37 g de
semente, 45,56 g de polpa e 166,38 g de casca. Cada parte foi colocada, separadamente,
em Erlenmeyer e adicionado 60,0, 135,0 e 340,0 mL de metanol, respectivamente; apos
48 h, o solvente foi rotaevaporado e os sélidos liofilizados (Liofilizador LIOTOP,
modelo L101) por 24 h.

11.1.4 Preparacgdo dos Extrato de Acetato de Etila

Trés aliquotas de 10,00 g do extrato metandlico (ExMet) foram dissolvidas,
separadamente, em 100 mL de &gua deionizada. Cada solucdo aquosa resultante foi
lavada com hexano (3 x 40 mL), empregando-se um funil de separacdo, com o objetivo
de retirar a maior parte dos compostos de baixa polaridade, presentes no ExMet. Em
seguida, a fracdo de média polaridade foi extraida por particdo, empregando-se acetato
de etila (3 x 40 mL) como solvente. A fase orgénica obtida no tratamento de cada

aliquota, foi separada da fase aquosa através do funil de separacéo e, depois, as fraces
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foram reunidas e roto-evaporadas a temperatura de 40 °C. Apds liofilizacdo, o material
solido obtido (3,1453 g) foi denominado EXAC.

11.2 Andlises Quimicas dos Extratos

As analises quimicas (compostos fenodlicos totais, flavondides totais, taninos
condensados e potencial antioxidante) foram realizadas em triplicata. As analises foram
realizadas no laboratdrio de Quimica Inorganica, bloco 1Q-2, Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias, Goiania-GO.

11.2.1 Determinagdo de Compostos Fendlicos Totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais, presentes nos extratos
metandlico (ExMet) e de acetato de etila (ExAc), foi realizada de acordo com o método
de Folin Ciocalteau, descrito por Roesler et al. (2007).

Foram preparadas as seguintes solucdes: solucdo de metanol (50%, v/v), solucéo
de acetona (70%, Vv/v), solucdo aquosa de carbonato de sddio 20%, solucdo aquosa de
4cido géalico 0,005 g.mL™. A solucdo do Folin Ciocalteau foi diluida em &gua
deionizada na proporcao 1:3 (V/v). Nas analises, utilizou-se, respectivamente, 250,0 mg
e 100,0 mg das amostras ExMet e ExAc, as quais foram adicionados 40 mL de solucéo
de metanol 50%. As misturas foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
por 1 he, depois, foram centrifugadas (3400 rpm, 20 °C, 20 min) para separacdo da fase
solida. Os sobrenadantes foram recolhidos em baldes volumétricos de 100 mL e
mantidos ao abrigo da luz. A cada fracdo sélida, foram adicionados 40 mL de solucéo
de acetona 70% e a mistura resultante foi mantida a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz por 1 h. As misturas foram centrifugadas e os sobrenadantes foram recolhidos e
adicionados aos baldes volumétricos, cujos volumes foram completados com agua. As
amostras foram analisadas utilizando-se aliquotas de 1 mL de cada amostra, misturada
a, 1 mL da solucdo Folin ciocalteau, 2 mL da solucéo de carbonato de sodio 20% e 2
mL de agua deionizada, deixando em repouso durante 30 minutos. Em seguida, as
solucbes foram analisadas por espectrofotometria de absorcdo, medindo-se a
absorbancia em 700 nm (equipamento da marca Biospectro, modelo SP 220). Fez-se

uma curva de calibragdo com &cido galico nas concentragdes de 0 a 50,0 pgmL™. A
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equacdo da curva padrdo de acido galico foi y = 0,01256 x + 0,05125, com R? = 0,999.

Os resultados foram expressos em g de acido galico equivalente/100 g de amostra.

11.2.2 Determinagdo de Flavonoides Totais

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada, de acordo com Lees e
Francis (1972). Utilizou-se 100,0 mg de cada extrato (ExMet e ExAc). A cada amostra,

adicionou-se 30 mL de soluco de alcool etilico e HCI 1,5 mol.L™ (85:15, viv) e, ap6s

homogeneizagcdo por 1 minuto, a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de

50 mL, cujo volume foi completado com a solucéo de etanol/HCI. Os baldes contendo

as solucdes foram armazenados ao abrigo da luz pelo periodo de 16 horas. Depois, a

amostra foi filtrada e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo no

comprimento de onda de 374 nm, previamente calibrado com a solugéo de etanol/HCI.

Os resultados foram expressos em mg de flavondides por 100 gramas de amostra.

100 x Vol(mL)
- Mg

Onde:
FD € Fator de Dilui¢do;
Vol é volume da solucao (mL);

M é a massa da amostra (g).

|X|FD x Diluigéo
76,6

Flavonobides =

Onde:
Abs é absorvancia;
Diluicdo é a quantidade de diluigdo da amostra;

76,6 € o Fator para determinacdo de flavondides em 374 nm.

11.2.3 Determinacdo de Taninos Condensados

O teor de taninos condensados foi determinado empregando-se o método da

vanilina, de acordo com o protocolo de Broadhurst e Jones (1978). Utilizou-se,

separadamente, 100 mg de cada extrato (ExMet e ExAc) em 10 mL de acetona 70%. A
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mistura foi agitada por 3 minutos e, em seguida, foi deixada em repouso por 60
minutos, repetindo-se este procedimento por mais duas vezes. Finalmente, a mistura foi
centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido em um baldo
de fundo redondo. Ao residuo solido isolado na centrifugacdo, adicionou-se mais 10 mL
de acetona 70%, agitou-se por 3 minutos e centrifugou-se a 4000 rpm durante 5
minutos. O sobrenadante foi adicionado ao baldo de fundo redondo e a acetona foi
rotoevaporada, sendo o liquido remanescente transferido para um baldo volumétrico de
25 mL, cujo volume foi completado com metanol.

Em seguida, foi adicionado em tubos de ensaio, 5 mL de vanilina reagente (49
de vanilina, 56 mL de HCI concentrado Merck, 83 mL de metanol). Os tubos de ensaio
contendo vanilina-reagente foram pré aquecidos a 30 °C por 30 minutos e, em seguida,
adicionou-se 1 mL da solucdo de extrato, homogenizando-se a mistura. Em outros tubos
de ensaio, preparou-se o branco da vanilina, adicionando-se 1 mL de metanol 72% ao
invés da amostra. Manteve-se todos os tubos a 30 °C por 20 minutos e, depois, fez-se a
leitura da absorbancia em 510 nm (espectofotometro marca Biospectro, modelo SP
220), sendo o aparelho previamente calibrado com metanol 72%. Fez-se uma curva
padrdo com concentracdo de 0,02 a 0,16 mg.mL™. A equacdo da curva padrdo de
catequina foi y = 0,02355 x + 0,00512, com R? = 0,998. Os resultados foram expressos
em miligramas de catequina equivalente por 100 gramas de amostra.

11.2.4 Determinagdo do Potencial Antioxidante pelo método de DPPH

O potencial antioxidante dos extratos (ExMet e ExAc) foi avaliado utilizando-se
a reacdo dos mesmos com o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), sendo que o
consumo deste radical no meio reacional foi detectado por espectrofotometria de
absorcdo na regido do visivel, em comprimento de onda de 515 nm, de acordo com a
metodologia descrita por Roesler et al. (2007). O padrdo de referéncia utilizado foi o
BHT (butil-hidroxil-tolueno).

As analises foram realizadas com o radical estavel DPPH na concentragdo inicial
de 36,0 pg.mL™ em metanol. Uma curva de calibracdo de DPPH foi construida nas
concentracdes de 1,0 a 36,0 pgmL™. A concentragdo da solugdo estoque de cada extrato
(ExMet ¢ ExAc) foi de 1520 pg.mL™. As concentragbes utilizadas para anélise do
ExMet foram: 15,2; 38,0; 76,0; 152,0; 380,0; 760,0 ¢ 912,0 pg.mL‘l. As concentracOes
utilizadas para andlise do ExAc foram: 1,52; 3,80; 15,2; 38,0; 76,0 e 152,0 ug.mL'l.
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Para andlise, cada solu¢do de extrato (300 puL) foi adicionada a 2,700 pL da solugdo de
DPPH 36,0 pg.mL™. As solugdes resultantes foram mantidas ao abrigo da luz por 30
min e, em seqguida, fez-se a leitura da absorbancia em 515 nm em um espectrofotdmetro
da marca Biospectro, modelo SP 220. A mesma metodologia foi aplicada ao padréo de
BHT. Os resultados foram expressos em ECso (ng.mL?). O calculo do ECsg
(Concentragdo Equivalente a 50%) representou a concentracdo de extrato necessaria

para reduzir em 50% a quantidade de DPPH em solugéo.

11.3 Analises Espectrométricas

11.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H)

As andlises por técnicas de Ressondncia Magnética Nuclear de ‘H, foram
realizadas no espectrémetro Bruker Avance Il (500,13 MHZz), com campo aplicado de
11,74 Tesla. Os solventes utilizados foram CDCkL e CD30D e os deslocamentos
quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo (ppm), utilizando-se como padrao de
referéncia interna o tetrametilsilano, TMS (6=0,0). As andlises foram realizadas no
laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, bloco 1Q-1, Instituto de Quimica da

Universidade Federal de Goias, Goiania-GO.

11.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
de Alta Resolucdo (CLAE-EMAR)

Os extratos de mutamba (ExCMet, ExPMet, ExSMet e ExAc) (1 mg.mL™)
foram analisadas por CLAE-EMAR, utilizando-se Cromatégrafo Liquido Ultimate
3000, Thermo Scientific, equipado com coluna ACE -C18 (4,6x100mm; 3um),
acoplado a um espectrometro de Massas de Alta Resolugdo Q-Exactive, Thermo
Scientific, com fonte H-ESI (lonizagdo por Eletrospray), operando em modo negativo,
com voltagem do spray 4 kV, gas de bainha 30, gas auxiliar 10, temperatura do capilar
350 °C, temperatura de gas auxiliar 300 °C, tube lens-55 e faixa de massas m/z 150-700.
A fase movel utilizada, foi a mistura binaria de H,O com 0,1% de acido formico (Fase
movel A, v/v) e metanol com 0,1% &cido formico (Fase mdével B — v/v), com
programacdo de gradiente de 93:07 (A:B) - 70:30 (A:B) de 0-10 minutos; 70:30 (A:B) -
50:50 (A:B) de 10-15 minutos; 50:50 (A:B) - 30:70 (A:B) 15-18 minutos; 30:70 (A:B) -
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20:80 (A:B) de 18-20 minutos; 20:80 (A:B) - 100 (B) de 20-23 minutos; 100 (B) de 23-
26 minutos. A vazio da fase movel foi 0,3 mL.min; a temperatura da coluna foi de 20
°C; o tempo de corrida foi 26 minutos; o volume de inje¢do foide 10 pL.

A solucdo estoque de cada padrdo foi preparada em metanol na concentragdo de
1 mg.mL™. A solucio da mistura dos padrdes foi preparada em metanol na concentrago
de 50 pug.mL™ de cada padréo. As anélises dos padrdes e das amostras foram realizadas
nas mesmas condi¢cBes. Os padrdes de compostos fendlicos utilizados foram: &acido
galico, acido protocatequinico, acido gentisico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido
vanilico, catequina, epicatequina, rutina, quercetina, quercetina 3-O-B-glucosideo,
naringenina, luteolina e kaempferol. Os dados foram processados no software
Xcalibur™,

A andlise foi realizada no laboratério do Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo (CRTI), Alameda Flamboyant - Quadra K

Edificio K1, Campus Samambaia da Universidade Federal de Goias, Goiania-GO.

11.4 Ensaios Bioldgicos

Ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método de MTT, producdo de
oxido nitrico (NO) e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) para diferentes linhagens
celulares (macréfago de murino - RAW 264.7, fibroblasto de camundongo - NIH-3T3 e
endotelial de aorta humana - EAHy 926), obtidas pela American Type Culture
Collection (ATCC) e atividade antiinflamatéria em célula de macr6fago de murino -
RAW 264.7, com os kits ELISA.

O detalhamento dos ensaios realizados esta descrito nos subitens subsequentes.

11.4.1 Cultura Celular

As células da linhagens RAW 264.7, EAHy 926 e NIH-3T3 foram cultivadas em
meio DMEM (meio Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% (v:v) de
soro fetal bovino (SFB) e 1% (v:v) de solucdo de antibidtico (100 unidades/mL de
penicilina e 100 mg.mL™ de estreptomicina); e mantidas em incubadora (Thermo
scientific, modelo 3130) Umida a 37 °C e 5% de CO».
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11.4.2 Viabilidade celular pelo método de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolio brometo)

O ensaio de MTT foi utilizado para determinara viabilidade das células, nas
diferentes concentragdes dos extratos. A redugdo do MTT (de coloragdo amarela) a
formazan (coloracdo roxa) € proporcional a atividade das desidrogenases,
principalmente as mitocondriais e, consequentemente, a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

Os extratos de mutamba secos (ExMet e ExAc - 1,0 mg) foram dissolvidos em
DMSO (Dimetilsulfoxido P.A.) na concentracdo final de 100 mg.mL™. Para os ensaios
de MTT, as amostras de extratos foram diluidas em meio de cultura suplementado nas
concentracdes: 6,25; 9,38; 18,75; 35,5; 50; 62,5; 125; 250 e 500 pg.mL™.

Os testes foram realizados em células semeadas em placas de cultivo de 96
pocos nas concentracdes de 5 x 10* RAW-264.7; 2 x 10* NIH-3T3; 5 x 10* EAHy 926;
2 x 10* células/mL, sendo adicionado 200 pL/poco. As placas contendo as células foram
mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, foram adicionados 200
uL/poco de cada extrato (ExMet e ExAc) nas concentragdes especificadas
anteriormente. Depois de 24 horas, 0 meio teste de cada poco foi descartado e as células
incubadas com uma solucdo de MTT (5 mg.mL™* em PBS) a 10% em meio de cultivo
suplementado por 3 horas a 37 °C em estufa imida a 37 °C e 5% de CO,. Emsequida, a
solugdo do MTT foi descartada e o formazan foi dissolvido com 100 pL de DMSO por
poco. As placas foram analisadas em espectrofotometro (Spectramax M2, Molecular
Devices, EUA) e a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 595 nm. Os
resultados obtidos no ensaio de MTT para as duas amostras (ExMet e ExAc) foram
comparados usando, como referéncia de células 100% viadveis, as células incubadas

apenas com meio de cultura. Foram realizadas trés repeticdes do experimento.
11.4.3 Producéo de EROs
A preparagdo das amostras ExMet e EXAc para os ensaios de producdo de EROs

consistiu em dissolver 3,0 mg do s6lido em 10 pL de DMSO e 2990 pL de meio de

cultura, adicionando-se cada extrato na concentracio de 0,25 mg.mL™.
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A determinacdo dos niveis de EROs intracelular, foi realizada utilizando o
reagente CellROX® Green da sonda (Invitrogen, Life Techonoliges, Mil&o, Italia) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Os ensaios foram realizados em placas de 12 pocos utilizando as concentracdes
de células especificadas no item anterior, incubadas por 24 h, com os extratos (ExMet e
ExAc) na concentracio de 250 pg.mL™* em meio de cultura suplementado. No final de
cada tratamento, o0 meio foi removido e recolhido, e adicionado o reagente CellROX®
Green na concentragdo final de 5 pmol.L™ em meio de cultura com 2% de SFB. Apds
40 minutos de incubacéo (37 °C, 5% CO3) no escuro, 0 meio foi descartado e as células
recolhidas em um eppendorf, com o auxilio de tripsina, centrifugadas 2 vezes com PBS
e levadas ao citometro de fluxo (FACS Verse, BD) para analise. Foram realizados dois
experimentos independentes e adquiridos 10.000 eventos para determinacéo das céelulas

com fluorescéncia (verde).

11.4.4 Produgéo de Oxido Nitrico (NO)

O actmulo de 6xido nitrico (NO) em meio de cultura de células, foi determinado
pelo método de Griess descrito por Wu e Yotnda, 2011. Para este estudo as células
foram plaqueadas e tratadas de acordo com o item anterior (11.4.3). Apds o tempo de
incubacdo, o sobrenadante de cada pogo foi coletado e realizado a quantificagdo do NO:
100 pL de cada poco misturados com um volume igual de reagente de Griess (100 pL
de naftil-etilenodiamina e sulfanilamida em 5% acido fosforico) na placa de 96 pocos,
incubando-se no escuro por 10 min a temperatura ambiente. A absorbancia da mistura
foi medido a 540 nm, em um leitor de microplacas (Spectra Max, modelo M2). A
concentracdo de NO foi determinada usando uma curva padrdo de nitrito de sédio
(NaNO,) (faixa de trabalho: 10 a 1000 ugmL?). Cada tratamento foi realizado com
duas repeticdes e 0s resultados finais foram expressos em uM de NO.

Os macrofagos (RAW 264) séo células que participam do processo inflamatério
nos organismos vivos (EPELMAN, LAVINE e RANDOLPH, 2014 ), assim, nos
estudos realizados com estas células, foi adicionado LPS (1pg.mL™) como estimulo de
inflamacdo (LEE, LEE e KIM, 2019). Ap6s 24 h do plaqueamento das células nos
pocos, foi adicionado cada extrato na concentracéo de 0,25 mg.mL™ e incubadas por 2h
antes da adicdo da solucdo de LPS e incubados por 24 h para posterior determinagao da

quantidade de NO produzido.
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11.4.5 Produgéo de TNF-a e IL-10

Apo6s 24 h do plagueamento das células RAW-264 nos pocos, foi adicionado os
extratos na concentracdo de 0,25 mg.mL™ e incubadas por 2 h. Apds este tempo foi
adicionado LPS (1 pg.mL™) nos pogos especificados e incubados por 24 h. O meio de
cada poco foi recolhido, centrifugado a 2000 rpm por 5 min a 4 °C e o sobrenadante
utilizado para a determinagéo de TNF-a e IL-10 com o Kit ELISA da BD Cat. 560478 e

555252, respectivamente.
11.4.6 Analise Estatistica

Fez-se a analise estatistica para os resultados de producdo de EROs, NO, TNF-a
e IL-10 para verificacdo de diferencas estatisticas, usando Two way ANOVA (Graph
Pad Prisma) e Teste de Tukey.

11.5 Determinacdo de toxicidade in vivo por bioensaio com Artemia salina e Analise

gualitativa de cianeto

O bioensaio com microcrustaceo Artemia salina € um método simples,
econbmico e rapido que permite a deteccdo de compostos potencialmente tdéxicos ou
com atividade bioldgica. Foram colocados 0,2 g de ovos de Artemia salina em 200 mL
de solucéo de sal marinho a 3,5% sob aeracdo constante e iluminacéo por 48 horas, até a
eclosdo. Os nauplia eclodidos foram capturados individualmente com uma pipeta
Pasteur e transferidos para um tubo de ensaio, contendo 1 mL de solucédo salina marinha
a 3,5% (dez individuos por tubo). Extratos aquosos do fruto Guazuma ulmifolia (ExMet,
ExAc, ExCMet, ExPMet e ExSMet) foram filtrados em membrana de celulose, 0,45
micrometro, 25 mm de didmetro (marca Millipore), em seguida, adicionados em
diferentes concentracfes aparecente (20; 40; 60; 80 ¢ 100 pL), para tubos de ensaio
contendo culturas de Artemia, em quantidades ndo superiores a 100 pL, o que é
equivalente a 10% do volume total no tubo de ensaio. Um maior volume do extrato
poderia alterar, significativamente, a concentracdo de sal e nutrientes na cultura,
afetando, provavelmente, a sobrevivéncia de Artemia, o que representaria uma fonte

adicional de erro nos experimentos (falso positivo). Os experimentos foram realizados
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em triplicata. Trés tubos de ensaio contendo 1 mL de culturas de Artemia salina, foram
utilizados como controle, contendo 100 L de agua destilada cada um, uma vez que
todos os extratos foram preparados com agua destilada em purificacdo de toxinas. Apos
24 horas de incubacdo, individuos vivos e mortos foram contados para o célculo da
porcentagem de sobrevivéncia. As curvas dose-resposta foram construidas e a resposta
dose-letal 50 (DLso) foi calculada a partir da equacédo do ajuste logaritmico (MEYER et
al., 1982 adaptado por FONSECA et al., 2013).

A presenca de acido cianidrico nas sementes foi avaliada, usando o teste de
Guignard especifico, com base na formacdo de vermelho isopurpurato alcalino da
reacdo de cianeto com picrato de sodio (COSTA, 2001). Um total de 0,1 g de cada
extrato (ExMet, ExAc, ExSMet, ExPMet e EXCMet) foi colocado, separadamente, em
um frasco de Erlenmeyer contendo 10 mL de agua. Uma tira de papel de filtro com
aproximadamente 1 cm de largura umedecido, inicialmente, com solucdo de acido
picrico a 1% e, depois, com solucdo de carbonato de sodio 10%, foi colocada na borda
do Erlenmeyer e suspenso sobre a amostra por, aproximadamente, duas horas. O
desenvolvimento de uma cor vermelha na superficie do papel indica a presenca de
cianeto na amostra. O teste de Guignard é uma técnica qualitativa que permite confirmar
a presenga ou ndo de cianetos em extratos. Caso 0s cianetos sejam identificados em
algum extrato, sua concentracdo pode ser facilmente calculada, usando um padréo de

cianeto de potassio.

11.6 Nanoencapsulacdo do extrato de Guazuma ulmifolia (mutamba) em PLGA

A nanoencapsulacdo do extrato de Guazuma ulmifolia foi caracterizada mediante
morfologia por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET); foi verificado o
tamanho das nanoparticulas, avaliando-se o Didmetro hidrodinamico de Intensidade
(Dh"), de Numero (DhV) e Médio (DhM), e avaliando-se o indice de polidispersdo das
mesmas (Pdl), por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS). Fez-se também a analise da

eficiéncia de encapsulacao do extrato ExAcC.

11.6.1 Obtencédo de nanoparticulas de PLGA/EXAC

O extrato de acetato de etila (ExAc) foi encapsulado em PLGA, empregando-se
0 método da emulsdo-evaporacdo do solvente descrito por Gomes, Moreira e Castell-
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Perez (2011), com algumas modificacdes. O procedimento consistiu, inicialmente, da
preparacdo da fase organica, a partir da dissolucdo de 50,0 mg de PLGAsg:5 (38-54
kDa) e 5,0 mg de ExAc em 2,0 mL de diclorometano. A fase aquosa foi constituida de
0,100 g de PVA dissolvido em 20,0 mL de agua deionizada. A fase organica foi
adicionada & fase aquosa, gota a gota, sob agitacdo magnética de 1000 rpm ((Ika®,
modelo RCT basic). Apos adicdo da fase organica, a mistura foi emulsificada por 4 min,
utilizando um dispersor Ultra- Turrax (Ika®, modelo T10 basic). A emulsdo foisonicada
(Sonicador de ponteira ultrassénico, marca Eco-Sonics, modelo Q350 W) por 5
minutos. Todo o procedimento foi conduzido em banho de gelo (6 °C,
aproximadamente). O diclorometano foi rotoevaporadorado e, em seguida, uma aliquota
de 200 pL da suspensdo aquosa foi coletada para caracterizacdo por Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS) e Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET). A suspensao
de nanoparticulas foi centrifugada a 10.000 rpm (centrifuga Sigma, modelo 3-30KS)
durante 15 minutos para remocao do excesso de surfactante (PVA). O sélido resultante
foi lavado trés vezes com &gua deionizada e, a cada lavagem, a suspensdo foi
centrifugada. Ao final, o s6lido foi congelado e liofilizado (Liofilizador LIOTOP,
modelo L101) por 24 h. Apos a liofilizacdo, as amostras foram armazenadas no
congelador a -20 °C para serem utilizadas, posteriormente, nos experimentos de
determinacdo de eficiéncia de encapsulacéo e perfil de liberacdo. Este procedimento foi
realizado em triplicata. Nanoparticulas de PLGA, sem adi¢do de ExAc, também foram

obtidas e caracterizadas para fins de comparagéo.

11.6.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de PLGA/EXAC

As medidas de didmetro hidrodinamico e indice de polidispersdo de diametro
das nanoparticulas suspensas em agua deionizada foram realizadas na temperatura de 25
°C, utilizando o equipamento ZetasizerNano-ZS, modelo ZEN3600 da marca Malvern.
As medidas foram realizadas em amostras contendo 200 pL da suspensdo de
nanoparticulas diluidas em 2 mL de agua deionizada. A estabilidade das suspensfes de
nanoparticulas foiavaliada durante 30 dias.

O diametro hidrodinamico, foi calculado através da técnica de Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS), também conhecida como Espectroscopia de Correlacdo de
Fétons. Particulas dispersas em um meio liquido, ao serem irradiadas com a luz de um

laser (A = 532 nm), espalham luz e, devido ao movimento browniano das particulas no
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meio, ocorrem flutuacbes na intensidade da luz espalhada. Essas flutuacOes estdo
relacionadas a velocidade com que as particulas se movem, 0 que pode ser expresso
pelo coeficiente de difusdo translacional, que é inversamente proporcional ao tamanho
das particulas, de acordo com a equacdo de Stokes-Einstein, apresentada abaixo
(SHAW, 1975):
KT
h™ 3myD,

Na qual,

D € o diametro hidrodindmico;

D é o coeficiente de difusdo translacional;
Kpg é a constante de Boltzmann;

T é a temperatura;

y € a viscosidade dindmica.

A amostra de nanoparticulas de PLGA/ExAc foi examinada por microscopia
eletrénica de transmissédo (MET), utilizando o microscopio eletronico JEOL, JEM-2100
equipado com EDS (Energy Dispersive Spectrometry), Thermo Scientific, operando a
200 kV. Esta técnica permitiu a determinacdo do diametro médio das nanoparticulas e o
indice de polidispersdo de tamanhos, assim como a morfologia. As medidas foram
realizadas em amostras contendo 200 uL da suspensao de nanoparticulas diluidas em 2
mL de agua deionizada. A suspensdo foi depositada sobre uma placa de cobre com
filme de carbono de marca Electron Microscopy Science. O acetato de uranila foi
utilizado como agente de contraste.

O diametro das nanoparticulas (Np-ExAc) foi medido pela analise das
micrografias obtidas, com o emprego do software ImageJ®. O histograma de tamanho
foi construido, medindo-se o didmetro de 300 nanoparticulas, sendo que os dados foram
ajustados por uma curva LogNormal, a partir da qual foram obtidos os valores de

diametro médio e indice de polidisperséo.

11.6.3 Eficiéncia de Encapsulacdo do ExXAc em PLGA

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE), as nanoparticulas

liofilizadas Np-ExAc, foram suspensas em5 mL de cloroférmio e mantidas em agitagcdo
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magnética por 72 h, na auséncia de luz. As amostras foram filtradas em membrana de
celulose regenerada (RC) (marca KASVI, modelo K18-230, poro tamanho 0,2 pm) para
remocao dos polimeros. As amostras foram transferidas para baldes volumétricos de 10
mL, sendo o volume completado com cloroférmio. Uma solucdo estoque de Ex-Ac em
cloroférmio (1 mg.mL™) foi preparada, e a partir desta, foram feitas diluicbes em balées
de 10 mL, obtendo-se solugdes nas concentragbes de 0,010; 0,025; 0,0375; 0,050;
0,075; 0,100; 0,125; 0,150; 0,175; 0,200 e 0,250 mg.mL™?, as quais foram utilizadas
para construcdo de uma curva de calibracdo. A absorbancia dessas solucbes e da
amostra extraida das nanoparticulas de PLGA foi medida em 279 nm, em um
espectrofotdmetro (Perkin Elmer, modelo Lambda 45), em cubetas de quartzo com 10
mm de caminho Otico. A quantidade de extrato encapsulado nas nanoparticulas foi
calculada a partir desta curva de calibracdo. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi
determinada conforme a equacéo abaixo (GOMES, MOREIRA e CASTELL-PEREZ,
2011):

_ QuantidadedeCompostoAtivoAprisionado

EE x100

QuantidadelnicialdeComposto Ativo
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12 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para os extratos do fruto
de Guazuma ulmifolia, dentre eles: caracterizacdo quimica (compostos fenélicos totais,
flavondides totais, taninos condensados, potencial antioxidante); espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de prétons (RMN ‘H) dos extratos; identificacdo dos
compostos fenodlicos por CLAE-EMAR; ensaios biol6gicos (viabilidade celular,
producdo de EROs, producdo de NO, producdo de TNF-a e IL-10), ensaio toxicologico
com Artemia salina, andlise qualitativa de cianeto; além da caracterizacdo das
nanoparticulas de extrato de acetato de etila (Np-ExAc): morfologia por MET; teste de
estabilidade durante 30 dias por DLS (diametro hidrodinamico médio (Dh™) e indice de

polidispersdo (Pdl); eficiéncia de encapsulacdo (EE%).

12.1 Rendimento dos Extratos dos Frutos de Mutamba

A partir de 6000,00 g de fruto de mutamba in natura, obteve-se 4294,23 g de
fruto liofilizado, o que corresponde a 71,57% do fruto in natura. O total da massa
obtida apds a liofilizacdo dos frutos, foi utilizado para preparar o extrato metanolico
(ExMet), obtendo-se 421,40 g (ndo liofilizado), ou seja, 9,81% do fruto liofilizado. O
extrato de acetato de etila (ExAc) (liofilizado) foi obtido a partir do ExMet, e
representou 0,073% do fruto liofilizado. A Tabela 4 resume esses resultados.

O rendimento da extracdo dos compostos de plantas, sofre influéncia das
condi¢Bes em que o processo de extracdo é realizado (WONGKITTIPONG et al., 2004).
Aspectos como: tipo do solvente, temperatura de extracdo, acdo mecanica (agitacdo e
pressdo), matriz vegetal formada por estrutura complexa, estrutura molecular do soluto,
tamanho, localizacdo e ligagdo com outros componentes, tudo isso influéncia no
rendimento do extrato. As caracteristicas quimicas do solvente, a estrutura e
composicdo diversas do produto natural, atestam que cada sistema material-solvente
mostra comportamento proprio, o que ndo pode ser previsto com facilidade (PINELO et
al., 2004).
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Tabela 4: Rendimento percentual dos frutos liofilizados, do extrato metandlico (ExMet) e do extrato de

acetato de etila (ExAc) dos frutos de Guazuma ulmifolia.

Produtos Massa (q) Rendimento (%)
Fruto Fresco 6000,00 100,00
Fruto Liofilizado 4294,23 71,57
ExMet 421,40 9,81
Massa ExMet (g) Massa EXAc (g) Rendimento (%)
ExAc 90,00 3,15 0,073

12.2 Caracterizacdo Quimica dos Extratos do Fruto de Mutamba

Os teores de compostos fendlicos totais (CFT), flavondides totais (FT), taninos
condensados (TC) e o potencial antioxidantes dos extratos metandlico (ExMet) e de
acetato de etila (ExAc) dos frutos de mutamba foram avaliados e estdo apresentados na
Tabela 5. Os resultados apresentados indicam que o extrato de acetato de etila (ExXAC)
mostrou-se enriquecido em compostos fendlicos totais e flavondides totais, comparado
como extrato metandlico (ExMet), o que pode estar relacionado com o tipo de solvente
utilizado. Neste caso o acetato de etila, resultou em uma mistura mais concentrada de
compostos de média polaridade do que o metanol, fato que é comprovado nos espectros
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H), os quais mostram uma maior intensidade
de sinal na regido dos hidrogénios aromaticos (6,5-8,0 ppm) para o espectro do extrato
ExAc, o qual sera apresentado mais adiante (Figura 17). J& o teor de taninos
condensados foi maior para o extrato ExMet, indicando que esses compostos tiveram
maior afinidade como metanol.

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos dos frutos de mutamba
estudados neste trabalho (ExMet e ExAc foram de 2145,0 e 5292,6 mg/100g de extrato,
respectivamente), mostrou-se maior que o do extrato (metanol/acetona/agua deionizada)
dos frutos (polpa e semente) estudados por Pereira e colaboradores (2020), o qual
apresentou 166,43 mg/100g de peso seco, dado obtido por CLAE-EMAR-ESI-MS/MS.
A diferenca pode estar relacionada com a presenca da casca dos frutos, uma vez que 0s
extratos ExMet e ExAc foram feitos a partir dos frutos inteiros.

Os teores de compostos fenolicos totais, flavonoides totais e taninos
condensados da casca de caule, folhas e frutos de G. ulmifolia foram determinados
espectrofotometricamente, por outros autores. O fruto mutamba mostrou um teor de
CFT (2300 mg/100g peso seco) e TC (1200 mg/100g peso seco) (ROJAS-
HERNANDEZ et al., 2015). Extratos das folhas apresentaram altos teores de CFT e FT,
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com valores variando de 7800 a 24000 mg/100 g de extrato e 81 a 3250 mg/100 g de
extrato, respectivamente (DOS SANTOS et al., 2018; MORAIS et al., 2017). A parte da
planta que apresentou teor de CFT mais alto foi a casca do caule (variando de 16000 a
46930 mg/100 g extrato) (DOS SANTOS et al., 2018; FELTRIN et al., 2012; SEREIA
etal, 2019), enquanto o FT (variou de 1290 a 2940 mg/100 g de extrato) foi semelhante
ao extrato de folhas (DOS SANTOS et al,, 2018; FELTRIN et al., 2012). A triagem
fitoquimica preliminar por analise espectrofotométrica, indicou que as partes das
arvores de G. ulmifolia conttm metabolitos secundarios, principalmente, compostos
fendlicos, o que foi também comprovado neste trabalho. Os dados apresentados para 0s
extratos ExMet e ExAc estdo dentro do relatado na literatura, para as partes da planta G.
ulmifolia.

O ExAc apresentou maior potencial antioxidante (ECso = 67,63 pg.mL™) do que
0 ExMet (ECso = 147,6 pg.mL™), indicando uma relacdo positiva com o teor de
compostos fendlicos. De um modo geral, os extratos alcodlicos das folhas de Guazuma
ulmifolia apresentaram maior potencial antioxidante do que o extrato metanolico dos
frutos (ExMet) obtido no presente trabalho, enquanto que o extrato de acetato de etila
(ExAc) ndo diferiu, muito, do extrato das folhas a esse respeito. Por exemplo, Morais e
colaboradores (2017) encontraram ECso para o extrato etandlico das folhas (119,85
pg.mL™), cerca de 12 vezes maior do que o controle (quercetina, 10,25 pg.mL™). Ja
Navarro e colaboradores (2003) encontraram, para o extrato metandlico das folhas,
valor de ECso (50,21 pg.mL™*) 21 vezes maior do que o do controle (acido ascorbico,
2,34 pg.mLY). Porém, observa-se que os valores de ECsq variam, consideravelmente,
em diferentes trabalhos, por exemplo, um estudo realizado por Kaneria e colaboradores
(2009) apresenta valores de ECso maiores; respectivamente, 655 pg.mL™? e > 1000
pg.mL? (controle de 4cido ascorbico, 11,4 pg.mL™?) para os extratos metanélico e de

acetato de etila das folhas de G. ulmifolia.
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Tabela 5: Teores de compostos fenélicos totais (CFT), flavonoide totais (FT), taninos condensados (TC)
e 0 potencial antioxidante dos extratos metandlico (ExMet) e de acetato de etila (ExAc) dos frutos de

Guazuma ulmifolia. Os dados sdo apresentados como valor médio + DP.

Amostras Parametro Quantificacao
ExMet 2145,0+33,15

~ ExAc  CFT(mgde AGE/100 g de extrato) 5292,6+174,6
ExMet 264,87+53,56

ExAc FT (mg de flavondides/100 g de extrato)  546,02+72,97

ExMet 729,05+31,09
ExAc TC (mg de CE/100 g de extrato) 557,67+25,54
ExMet 147,6+3,6
EXAC ) 67,63+4,81
- ECs0 (ngmL™)
BHT 6,28+0,00

CFT: Compostos Fendlicos Totais; AGE: Acido Galico Equivalente; FT: Flavondides Totais; TC: Tanino
Condensado; DP: desvio padrdo; ECso. Concentragdo necessaria para obter umefeito antioxidante de
50%.

Os teores de compostos fendlicos totais, flavondides totais e o potencial
antioxidante dos extratos de metandlicos de acetato de etila do fruto de mutamba, séo
comparados com extratos metanolicos de morango e acerola, por serem frutas muito
conhecidas e consumidas por toda a populacdo no Brasil. E, também, sdo comparados
coma gabiroba, um fruto do Cerrado bem mais conhecido e estudado que a mutamba. O
intuito de tais comparaces, é que 0s resultados sirvam de subsidio para comprovacgao
do alto potencial do fruto da mutamba, em relacdo ao teor de compostos fendlicos
totais.

Comparando-se o teor de compostos fendlicos do ExMet (2145,0 mg AGE/100g
amostra) determinado neste trabalho, com os dados dos extratos metandlicos de
morango (178,56 mg AGE/100g amostra) e da acerola (675,73 mg AGE/100g amostra)
estudados por Batiston e colaboradores (2013), nota-se que o extrato da mutamba
apresenta maior teor de compostos de fendlicos. O teor de compostos fendlicos nos
extratos dos frutos da mutamba (ExMet e ExAc) também foi maior em relacdo ao dos
extratos hidroalcdolicos (70%) da polpa da gabiroba (324,8 mg AGE/100 g para polpa)
(FERNANDES etal., 2015) (Tabela 6). O alto teor de fendlicos da mutamba pode estar
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relacionado com o fato dos extratos terem sido obtidos a partir da totalidade dos frutos,
inclusive a casca.

Ao se comparar o potencial antioxidante dos extratos dos frutos (ExMet e EXAC)
com os resultados dos extratos metandlicos de acerola e morango (Tabela 6), relatados
nos estudos de Batiston et al. (2013), observa-se que o extrato de acerola (ECso = 24,48
ug.mL™) apresenta maior capacidade antioxidante do que os extratos ExMet e EXAc,
podendo este resultado estar relacionado com a presenga de outros compostos que
apresentam essa caracteristica como, por exemplo, a vitamina C (PELUZIO, ROSA e
OLIVEIRA, 2010). Ja o extrato de morango (ECso = 181,38 pg.mL™) apresenta
potencial antioxidante similar ao encontrado para o0 ExMet.

O extrato dos frutos de Guazuma ulmifolia (ExMet) apresentou potencial
antioxidante semelhante ao encontrado para o extrato hidroalcéolico da polpa de
gabiroba, Campomanesia adamantium (ECso = 130,4 pg.mL™*; controle quercitina, ECsq
= 3,5 ug.mL ™) (FERNANDES, 2015), como pode ser visto na Tabela 6.

De modo geral, em extratos de produtos naturais, ha uma relagdo positiva entre o
potencial antioxidante e o teor de compostos fendlicos (RICE-EVANS, MILLER e
PAGANGA, 1996; DORMAN et al., 2003).

Tabela 6: Teor de compostos fenédlicos totais (CFT) e o potencial antioxidante de extratos de algumas

espécies de plantas frutiferas, para comparacéo.

CFT Autores (Ano)
Extrato (mg AGE/100 g de
amostra)
Acerola (Malpighiae marginata) (F) 675,73£3,40 Batiston et al. (2013)
Morango (Fragaria vesca) (F) 178,56+3,40 Batiston et al. (2013)
Gabiroba (Campomanesia 324,8+8,5 Fernandes et al.
adamantium) (P) (2015)
ExMet (Guazuma ulmifolia) 2145,0£33,15 -
ExAc (Guazuma ulmifolia) 5292,6+174,6 -
Extrato ECso (ng.mL™) Autores (Ano)
Acerola (Malpighiae marginata) (F) 24,48+0,27* Batiston et al. (2013)
Morango (Fragaria vesca) (F) 181,38+3,66* Batiston et al. (2013)
Gabiroba (Campomanesia 130,4+3,5 Fernandes et al.
adamantium) (P) (2015)
ExMet (Guazuma ulmifolia) 147,6+3,6 -
ExAc (Guazuma ulmifolia) 67,63+4,81 -

*Sem controle positivo. P = Polpa; F = Fruta.
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12.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (CLAE-
EMAR)

Os dados fitoquimicos apresentados acima, foram confirmados através de
técnicas analiticas modernas, como RMN e CLAE-EMAR, constatando-se a presenca
de compostos fendlicos nos extratos (ExMet e ExXAc) dos frutos de G. ulmifolia.

Os espectros de RMN *H do extrato metanélico (ExMet) e do extrato de acetato
de etila (ExAc) foram analisados e estdo apresentados nas Figuras 16 e 17. O espectro
do ExMet é complexo, com sinais em toda regido espectral, podendo-se destacar as
regides de 6,5 a 8,0 ppm (intensidade relativa muito baixa), de 3,0 a 50 ppm
(intensidade relativa alta) e de 0,5 a 2,5 ppm (intensidade baixa). A regido de 3,0 a 5,0
ppm é tipica dos agucares, nos quais aparecem os hidrogénios anoméricos (~5,0 ppm) e
os hidrogénios ligados a carbonos metoximetinicos. Na regido de 0,8 a 2,5 ppm ocorrem
os hidrogénios metilicos e metilénicos (CHs,CHy), que podem estar presentes, tanto em
cadeias carbbnicas alifaticas, como em compostos terpénicos. A partir da analise das
intensidades relativas dos sinais, nas diferentes regides de deslocamento quimico,
conclui-se que o extrato metandlico do fruto da mutamba contém compostos fendlicos,
corroborando o resultado da anélise quimica de CFT (Tabela 5), porém h& predominio
de agUcares (agucares livres e/ou em compostos glicosilados).

O perfil do espectro do extrato de acetato de etila (ExAc) (Figura 17), em
comparacdo com o extrato metandlico (ExMet), indica que o primeiro se apresenta
enriquecido em compostos fendlicos em relagdo aos agucares (3,0 a 50 ppm),
apresentando maior intensidade de sinais na regido dos hidrogénicos aromaticos (6,5 a
8,0 ppm). Também se observa uma maior intensidade relativa dos sinais dos
hidrogénios metilicos e metilénicos, comparado aos sinais dos agUcares, assim como
sinais mais intensos na regido de 5,3 ppm, 0 que pode estar relacionado a presenca de

acidos graxos de cadeia longa.
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Figura 16: A) Espectro de RMN de *H (CD;OD, 500 MHZz) do extrato metanélico (ExMet) e B) A
expansdo na regido dos hidrogénios aromaticos.

B

Figura 17: A) Espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHZ) do extrato de acetato de etila (EXAc) e B) A
expansdo da regido dos hidrogénios aromaticos.
B
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Os extratos metandlicos da casca (ExCMet), polpa (ExPMet), semente (ExSMet)
e 0 extrato de acetato de etila do fruto inteiro (ExAc), foram analisados por
Cromatografica Liquida de Alta Efinciéncia acomplada a Espectrometria de Massa de
Alta Resolucdo (CLAE-EMAR), H-ESI modo negativo, com o objetivo de analisar
compostos fendlicos, nos quais sdo capazes de desprotonar. Foram identificados 13
compostos fendlicos, conforme apresentado na Figura 18. A identificacdo foi feita por
comparacdo com o fon molecular e tempo de retengdo dos padrdes, como descrito na
parte experimental. As tabelas (Tabela 8 a 11) dos compostos identificados e o0s

cromatogramas (Figura 29 a 62) de cada composto estdo em anexo.
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Figura 18: Estruturas quimicas dos composto fenélicos encontrados nos extratos ExCMet, ExPMet,
ExSMet e ExAc.
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Dos compostos fendlicos comuns a todos 0s extratos, a maioria foi de acidos
fendlicos: acido gentisico, acido p-cumarico, acido protocatequinico, &cido cafeico,
aléem de um flavondide, a rutina. Esse ultimo composto € reconhecido por seu potencial
antioxidante e por apresentar atividade anti-inflamatéria (FRUTOS, RINCON-FRUTOS
e VALERO-CASES, 2019); de modo geral, os é&cidos fendlicos apresentam alto
potencial antioxidante (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A quercetina esta presente nos extratos ExCMet, ExXSMet e ExAc, ndo sendo
identificada no extrato da polpa do fruto de mutamba. Enquanto que a naringenina, foi
identificada nos extratos ExCMet, ExPMet e ExXAc e ndo foi identificada no extrato de
semente.

O acido galico, catequina e epicatequina foram encontrados nos extratos
metandlicos da casca, polpa e semente dos frutos de mutamba e ndo no ExAc. Podendo-
Se supor gue esses compostos sdo mais soliveis no metanol do que no acetato de etila.

O kaempferol e a Quercetina 3-O-B-glucosideo estdo presentes no extrato
metandlico da casca e no ExAc. Ja o &cido vanilico esta presente no extrato metandlico

da casca e da polpa da mutamba. Estudos recentes, reportaram a presenca de 26
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compostos fendlicos nos frutos (polpa e semente) de Guazuma ulmifolia, como relatado
anteriormente. Dentre eles, 0os compostos apresentados acima neste trabalho, com
excecdo do &cido vanilico (PEREIRA et al., 2020).

12.4 Teste de Viabilidade Celular

Fazendo coro a muitos outros autores, Morais-Braga, et al., (2013), enfatiza que
a pesquisa com produtos naturais € uma interessante alternativa na busca por novos
farmacos. E essencial a realizacdo do teste de toxicidade, para avaliar provaveis efeitos
toxicos aos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(FORBES e FORBES, 1994). Os resultados deste teste podem gerar informacoes
importantes para triagem das condi¢fes de aproveitamento de produtos naturais,
considerados provaveis candidatos a farmacos (MORAIS-BRAGA et al., 2013).

As trés células empregadas (macréfagos de murino, RAW 264.7, fibroblastros
de camundongo, NIH-3T3 e endotelial de aorta humana, EAHy 926) nesta pesquisa, s&o
componentes do sistema imune inato, e todas apresentam respostas inflamatorias, por
isso foram escolhidas para verificagdo, tanto o efeito toxico, quanto do efeito inibitdrio
de mediadores do processo inflamatorio.

Os resultados obtidos nos testes de viabilidade celular para os trés tipos de
células empregados (macréfagos de murino, RAW 264.7, fibroblastros de camundongo,
NIH-3T3 e endotelial de aorta humana, EAHy 926), para diferentes concentragdes dos
extratos ExMet e ExAc, estdo apresentados na Figura 19.

Os resultados mostram que o extrato ExMet ndo exerceu efeito citotoxico sobre
os macrofagos (Figura 19A), em nenhuma das concentracBes testadas. J& o extrato
ExAc apresentou baixa citotoxicidade, na maior concentracdo testada (500 pgmL™),
com 48,37% de células viaveis. Sabe-se que a morte celular por apoptose é modulada
pelo estresse oxidativo e que as substdncias antioxidantes atuam na sua prevengédo
(CHANDRA et al., 2000). Os antioxidantes podem desempenhar um papel modulador
da ocorréncia de apoptose em macrofagos (MOORE e TABAS, 2011; TABAS e RON,
2011). Desta forma, é possivel que a toxicidade dos extratos frente aos macréfagos,

esteja relacionada a presenca de antioxidantes nos extratos testados.
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Figura 19: Resultados de viabilidade celular do extrato metanélico de mutamba (ExMet) e do extrato de
acetato de etila (ExAc). A)- Células RAW 264.7; B)- Células NIH-3T3e C)- Células EAHy 926.
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O teste MTT com fibroblasto de camundongo (Figura 19B), mostrou uma
diminuicdo expressiva da viabilidade celular, a partir da concentra¢io de 125 pg.mL™,
tanto para ExMet, quanto para ExAc. Na concentragdo de 500 pg.mL'l, obteve-se
76,02% de células viaveis para a amostra ExMet e 51,71% para EXAc, porém ndo ha
diferenca estatistica entre os extratos nessa concentracdo, ao nivel de significancia de
5%. Segundo Ratner e colaboradores (2004), os fibroblastos sdo células encontradas no
tecido conjuntivo de mamiferos e sdo, geralmente, escolhidos para testes de
citotoxicidade, porque sdo faceis de manter e produzir resultados, mostrando alta
correlagdo com os resultados bioldgicos "in vivo". Os fibroblastos estdo presentes em
feridas e constituem o principal tipo de célula implicado no processo de regeneracdo
celular. Estudos realizados por Calixto-Junior e colaboradores (2016) com fibroblastos
de murinos, mostraram resultados da atividade citotoxica para os produtos naturais de
trés espécies estudadas, dentre elas, a Guazuma ulmifolia. O extrato etandlico das folhas
de G. ulmifolia exibiu alta citotoxicidade na concentracio de 500 pg.mL™ com apenas
30% de células viaweis, ou seja, apresentou maior efeito toxico do que os extratos
estudados neste trabalho.

As amostras ExMet e ExAc ndo apresentaram efeito citotoxico para as células

endoteliais da aorta humana (Figura 19C) nas concentracfes testadas. Segundo Hirase e
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Node (2012), o endotélio vascular reveste a superficie interna dos vasos sanguineos,
formando uma barreira entre 0 sangue e os tecidos. As células endoteliais que o
constituem, ndo apresentam apenas fungéo estrutural, mas, séo capazes de responder a
um estresse fisiologico e desempenham papel importante na manutencdo da integridade
da parede, por meio da regulagdo do tonus, da permeabilidade, do remodelamento, da

inflamacdo e da trombo-resisténcia vasculares.
12.5 Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Oxido Nitrico (NO)

Durante o processo de inflamacéo, ocorre a producéo de EROs e NO, por células
do sistema imune, 0s quais podem gerar danos irreversiveis ao organismo, caso ndo
sejam controlados. Torna-se importante, assim, analisar a ocorréncia desses mediadores
quimicos em células, bem como criar formas de controlar sua producdo. Em funcédo
desta importancia, foianalisado o provavel efeito provocado pelos extratos dos frutos de
mutamba nos trés tipos de células. O resultado foi apresentado abaixo.

A producdo de EROs pelas células, ap6s incubacdo com extratos de mutamba,
pode ser observada na Figura 20 para as células RAW 264-7, NIH-3T3 e EAHy 926. E
possivel observar que ambos o0s extratos de mutamba (ExMet e ExAc) ndo alteraram a
producdo de espécies reativas de oxigénio, no ensaio realizado com as células RAW
264.7 em comparacdo ao controle, ndo havendo diferenca ao nivel de significAncia de
5%. Para a célula EAHy 926, ambos os extratos reduziram a producdo de EROs e
diferiram do controle (p <0,05), apresentando uma relagdo do potencial antioxidante

coma inibicdo da producdo de EROs. N&o houve efeito para células NIH-3T3.
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Figura 20: Producdo de EROs em células de macréfagos de murino (RAW 264.7), fibroblastos de
camundongo (NIH-3T3) e endotelial de aorta humana (EAHy 926), marcadas com CellRox, apés 24 h de

exposicdo emextratos (ExMet e EXAc) na concentracdo de 0,25 mg.mL™.
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Conforme apresentado na Figura 21, o efeito da presenca dos extratos de
mutamba (ExMet e EXAc) sobre as células, ndo reduziu a producdo de Oxido nitrico
(NO) nas condicGes empregadas e ndo houve diferenca ao nivel de significAncia de 5%
para nenhum extrato, comparado ao controle. Tem sido relatada a capacidade dos
flavondides de inibir a expressdo de isoformas de Oxido nitrico sintase induzida,
ciclooxigenase e lipooxigenase, que sdo responsaveis pela producdo de 6xido nitrico e
outros mediadores do processo inflamatério (TUNON et al., 2009). Portanto, extratos
comalto teor de flavondides, em geral, reduzem tanto EROs como NOs (GASPARRINI
et al, 2017; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2017), fato que ndo foi observado para os
extratos de mutamba estudados neste trabalho. O alto teor de compostos fendlicos totais
presentes nos extratos, ndo contribuiu para reducdo da producdo de 6xido nitrico nas

trés células.
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Figura21: Producdo de NO em macréfagos de murino (RAW 264.7), fibroblastos de camundongo (NIH-
3T3) e endotelial de aorta humana (EAHy 926), apds 24 h de incubacdo comextratos (ExMet e EXAc) na
concentragéo de 0,25 mg.mL™.
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Nos experimentos (sem estimulo com LPS), os extratos ndo acarretaram
variagdes, ao nivel de significancia de 5%, tanto na producdo de TNF-a, quanto na de
IL-10, conforme pode ser verificado na Figura 22. Ja nos experimentos com estimulo de
LPS, houve reducdo considerdvel na producdo de TNF-o (Figura 22A) somente para
extrato metandlico (ExMet), enquanto a producdo de IL-10 (Figura 22B) ndo se alterou
para nenhum dos extratos estudados. Porém, pode-se observar que a producédo de IL-10
é maior (p<0,05) na presenca dos extratos de mutamba com inducdo de LPS, em
comparagao ao controle (sem LPS) e aos extratos (sem LPS). Esses resultados apontam
que o0 extrato metandlico possui significativa resposta a inflamacao, ja que reduz TNF-
a, embora ndo altere a producdo de IL-10. Este fator, pode estar relacionado com a
presenca de alguns flavondides, como: quercetina, luteolina e rutina, em abundancia no
extrato metanolico e que sdo capazes de inibir a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias
como, por exemplo, TNF-a (LOPEZ-POSADAS et al, 2008; KIM et al., 2004;
CAZAROLLI et al., 2008).
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Figura 22: Producéo de A) TNF-a e B) IL-10 apds adicdo de extratos (ExMet e EXAc) na concentragdo
de 0,25 mg.mL™" em macréfagos (RAW 264.7).
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12.6 Determinacdo de Toxicidade in vivo por bioensaio com Artemia salina e

Analise qualitativa de cianeto

Artemia salina L. (Artemiidae) é um ser invertebrado da fauna de ecossistemas

aquaticos e marinhos, e tem sido utilizado em bioensaios para determinar a toxicidade
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através da estimativa da dose letal média (valores de DLso) (LEWAN, ANDERSSON e
MORALES-GOMEZ, 1992), conforme relatado por Meyer e colaboradores (1982) para
varias toxinas em extratos de plantas.

O método de bioensaio com crustdceo Artemia salina, tem sido usado em testes
toxicologico para plantas medicinais, existindo uma correlacdo entre esse bioensaio e 0
teste in vivo em camundongos (PARRA et al, 2001). Este ensaio também tem sido
usado para detectar o &cido cianidrico em sementes de cereja, ameixa, péssego, manga e
abacate (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2009). O ensaio com Artemia foi realizado para
detectar toxicidade em sementes de frutos do Cerrado. Na analise realizada foi
detectado efeito toxico, mas, ndo foi comprovada a presenca de cianeto, 0 que sugere a
presenca de outras substancias toxicas (FONSECA et al., 2013).

As Figuras 23 mostramos curva padrdo de cianeto de potassio (KCN) e o0s
resultados dos testes de toxicidade dos extratos ExMet, ExAc, ExCMet, ExPMet e
ExSMet para Artemia salina. E importante frisar que a concentracio aparente obtida na
andlise de toxicidade, deveu-se & ndo solubilidade total dos extratos testados, no
solvente utilizado (dgua destilada).

Os extratos ExMet e ExAc apresentaram-se pouco toxicos para Artemia salina,
pois o valor de DLsg, calculado a partir da equacéo obtida pelo ajuste dos dados, foi de
98 pg.mL™ para ambos 0s casos, ou seja, proximo ao da maxima concentragdo
empregada. Ja os extratos metandlicos da casca (ExCMet) e da polpa (ExPMet)
apresentaram maior toxicidade, com DLso de 60 pg.mL™ para ExCMet e 42 pg.mL™
para ExPMet, sugerindo a presenca de substancia toxica nesses extratos, capaz de causar
a morte das Artemias. O extrato da semente (ExSMet) ndo foi tdxico em nenhuma das
concentragOes testadas.

Foi realizado o teste de Guignard, especifico para cianeto (COSTA, 2001), para
verificar se ha cianeto nos extratos, com resultados negativos para todas as amostras.
Além disso, as curvas dose-resposta dos extratos foram diferentes da curva padrdo de
KCN (Figura 23A), confirmando a auséncia de toxicidade devido a cianeto. Desta
forma, conclui-se que os extratos metandlico e de acetato de etila, do fruto de mutamba,
sd0 pouco toxicos e que a polpa e a casca dos frutos contém uma ou mais substancias
toxicas para Artemia salina. Fonseca e colaboradores (2013) estudaram a toxicidade em
sementes de araticum (Annona crassiflora Mart), mangaba (Hancornia speciosa),
cagaita (Eugenia dysenterica DC), jatoba (Hymenaea courbaril L. var. courbaril) e

tucumd (Astrocaryum aculeatum), as quais foram consideradas tdxicas para Artemia
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salina. Porém, quando avaliadas pelo teste de Guignard, ndo foi constatada a presenca
de cianeto, assim como observado neste trabalho.

Figura 23: A) Curva padrdo de cianeto de potassio (KCN) para o teste de citotoxicidade com Artemia

salina. Teste de toxicidade in vivo com Artemia salina, para extratos: B) ExMet, C) ExAc, D) ExCMet,
E) ExPMet e F) ExSMet emdiferentes concentragdes.
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12.7 Encapsulacdo do extrato de acetato de etila em PLGA

Neste trabalho, foram obtidas nanoparticulas poliméricas, utilizando-se PLGA,
um polimero biodegradavel, para encapsulacdo do extrato de acetato de etila do fruto da
Guazuma ulmifolia, que apresentou maior teor de compostos fenolicos totais. A
caracterizacdo das nanoparticulas de PLGA (Np-PLGA) e de extrato de acetato de etila
(Np-ExAc) consistiu na avaliagdo morfolégica e distribuicdo de tamanho de particula,

avaliagdo da estabilidade e determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo nas
nanoestruturas.
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12.7.1 Caracterizacdo das Nanoparticulas de PLGA e de PLGA/EXAc

As nanoparticulas poliméricas de PLGA com extrato de acetato de etila (Np-
ExAc) foram caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Nota-se

nas micrografias (Figura 24), particulas de formatos esféricos e de diferentes tamanhos.

Figura 24: Micrografia da nanoparticula polimérica do extrato de acetato de etila de mutamba (Np-ExAc)
obtidas por MET.

200 nm

A Figura 25 apresenta o histograma obtido a partir das imagens de MET das

nanoparticulas Np-ExAc.

Figura 25: Histograma de tamanho das nanoparticulas poliméricas de acetato de etila de mutamba (Np-
ExAc).
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As nanoparticulas mostraram diametro médio de 192 nm e Pdl igual a 0,59, na
presenca do extrato de acetato de etila (ExAC).

As medidas de uma amostra de particulas por Espalhamento Dinamico de Luz
(DLS), fornecem trés tipos de distribuicdo de diametros hidrodindmicos: distribuicdo
em funcdo da intensidade do espalhamento das particulas (1), do nimero de particulas
(N) e do volume das particulas (V). Para cada distribuicdo, obtém-se o respectivo valor
médio de diametro hidrodinamico: (Dh'), (DhV) e (DhY). A analise dos diferentes tipos
de distribuicdo de diametros e dos respectivos diametros medios €, particularmente,
importante para o caso de amostras polidispersas ou que contenham agregados de
particulas.

As suspensdes agquosas de nanoparticulas de PLGA e de PLGA com extrato de
acetato de etila, Np-PLGA e Np-ExAc, respectivamente, foram avaliadas quanto aos
didmetros hidrodindmicos (Dh) e indice de polidispersdo (Pdl) por Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS), durante 30 dias. A Figura 26 mostra os valores de DhV
(didmetro hidrodindmico médio) e Pdl, obtidos durante o periodo de 30 dias apds a
preparacdo das amostras e armazenamento a 18 °C. Pode-se observar os valores iniciais
de DhM foram de 262 nm (Pdl = 0,150) e 237 nm (Pdl = 0,108) para as amostras Np-
PLGA e Np-ExAc, respectivamente. N&o ocorreu variagdo significativa desses
parametros durante os 30 dias de avalia¢do, indicando que ndo houve formacao de

agregados ou aglomerados de particulas durante o armazenamento.

Figura 26: Diametro hidrodinamico médio (Dh™) e indice de Polidispersdo (Pdl) de nanoparticulas Np-
PLGA e Np-ExAc armazenadas a 18 °C durante 30 d ias.
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Pode-se concluir, também, que a amostra Np-ExAc foi polidispersa, sem
ocorréncia de agregados, o0 que pode ser constado ao se comparar os valores de diametro
médio numérico (Dh") e diametro médio de intensidade (Dh') (Tabela 7).

A distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas, geralmente ndo se altera, de
forma significativa, na presenca de substancias encapsuladas (GOMES, MOREIRA e
CASTELL-PEREZ, 2011; HILL, TAYLOR e GOMES, 2013; PEREIRA et al., 2015).

Tabela 7: Valores de diametro hidrodinamico médio de intensidade (Dh'), diametro hidrodinamico médio
numérico (Dh") e diametro hidrodinamico médio (Dh™) e indice de polidisperséo (Pdl) das amostras Np-
PLGA e Np-ExAc.

Np-PLGA Np-ExAc

Dias | Dh DhY DhV Pdl Dh DhY DhY  Pdl

1 | 297412 218+1 262+2 0,150 | 257+1 200+7 237+7 0,108
303+4 216+x8 261+1 0,133 | 264+7 198+14 235+2 0,104
301+7 212+14 254+3 0,146 | 262+5 185+8 231+5 0,113

o o1 N

287+26 236+22 302+45 0,195 267+8 187+11 233+7 0,120
12 | 313+37 231+39 285+48 0,181 | 274+7 194+7 238+1 0,121
20 | 295+4 208+28 268+31 0,177 | 252+6 191+7 227+4 0,092
23 | 30215 215+38 274432 0,197 | 2564 190+7 229+4 0,100
26 | 314+3 207+34 280+30 0,202 | 263+10 180+16 229+4 0,142
28 | 322+36 213+13 286+36 0,220 | 265+9 192+7 235+5 0,125
30 | 273+66 240+33 288+34 0,251 | 265+5 182+3 231+5 0,141

Segundo Malvern (2007) e Bohren e Huffman (1933), o Dh', geralmente, é a
distribuicéo de tamanho mais elevado, pois, de acordo com a Aproximagao de Rayleigh,
a intensidade de luz espalhada pela particula é proporcional ao diametro da mesma,
elevada a sexta poténcia (1~D°).

12.7.2 Eficiéncia de Encapsulacdo do EXAc em PLGA

A eficiéncia de encapsulacdo é usada para indicar a quantidade de composto

aprisionado na matriz polimérica e foi determinada por espectrofotometria no UV-Vis,
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no comprimento de onda de 279 nm, devido a alta absortividade do extrato nessa regido
conforme apresentado na Figura 27. Essa banda de absorcéo, esta associada a transicoes
do tipo n — =, do grupo carbonila, e 1 — 7, do anel aromatico, que estio presentes
nos compostos fendlicos (PAVIA et al., 2010; ALEIXANDRE-TUDO e TOIT, 2018).
Na regido espectral do visivel (380 a 780 nm), a amostra absorve pouco. A curva padrdo

da solucéo do extrato ExAc esta apresentada na Figura 28.

Figura 27: Espectro de absor¢do na regido UV-Vis da solucdo padrdo do extrato ExAc de Guazuma

ulmifolia (solug&o 0,20 mg.mL™ em clorofé rmio).
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Figura 28: Curva de calibragdo do extrato EXAc em cloroférmio.
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A eficiéncia de encapsulacdo do extrato ExAc foi calculada a partir da diferenca
da quantidade de extrato encapsulado e quantidade de extrato inicial, calculados através
do ajuste dos valores de absorvancia a curva de calibracdo (y = 4,61489 x + 0,01696,
com R?=0,997). A média da eficiéncia de encapsulacdo foi igual a 12,7+2,6%, o valor
se encontra na faixa de encapsulacdo reportada na literatura para encapsulacdo de

extratos vegetais em PLGA.

13 CONCLUSAO

Os extratos metandlico (ExMet) e de acetato de etila (ExAc) apresentaram
compostos bioativos, sendo que 0 EXAc apresentou maior teor de compostos fendlicos e
potencial antioxidante. Os extratos (ExMet e ExAc) foram capazes de reduzir a
producdo de EROs, para a célula endotelial de aorta humana e ndo alterou a producéao de
EROs para macrofagos e fibroblastos. O extrato metandlico (ExMet) reduziu,
consideravelmente, a producdo de TNF-a, indicando que este extrato possui
significativa resposta a inflamacao, embora ndo altere a producdo de IL-10. Os extratos
ExMet, ExAc foram pouco tdxicos para Artemia salina, ja os extratos da casca
(ExCMet) e polpa (ExPMet) apresentaram maior toxicidade, sugerindo a presenca de
substancias toxicas para Artemia. J& o extrato da semente (ExSMet) ndo foi toxico em
nenhuma das concentracdes testadas. O teste de estabilidade das nanoparticulas (Np-
PLGA e Np-ExAc) indicou que ndo houve formagdo de agregados ou aglomerados
durante os 30 dias avaliados. A eficiéncia de encapsulacdo do extrato de G. ulmifolia
esta dentro do reportado na literatura, que € variavel, quando se trata de encapsulacéo de
extratos vegetais.

No presente estudo, foi comprovada a atividade biologica da G. ulmifolia,na
inibicdo da produgéo de TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria, oqueindica um potencial
efeito anti-inflamatorio, mormente do extrato metandlico do fruto dessa planta. O efeito
desta atividade bioldégica vem se somar aos indicios obtidos em outras pesquisas e
analises, ampliando as possibilidades em prol da utilizacdo de produtos naturais nas
industrias alimenticia e farmacéutica. O baixo indice de toxicidade do fruto e o seu
elevado teor de compostos fendlicos, comprovado neste estudo, aliados as ja conhecidas
propriedades nutricionais, indicam um significativo potencial de uso dos mesmos na

industria alimenticia. Em relacdo, especificamente, a indUstria farmacéutica, a
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capacidade de inibicdo da producdo de TNF-a aqui observada, ampliaas expectativas
existentes, devendo motivar e corroborar com novas pesquisas, buscando-se comprovar

0 que aqui esta indicado como uma importante possibilidade.
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Tabela 8: Compostos encontrados no extrato da casca da mutamba (ExCMet) através da analise por

CLAE-EMAR.
TR | TR do Massa Massa Férmula | Erro Composto
(min) | padrdo | Detectada | Calculada | Molecular | (ppm) Identificado
[M - HJ-
m/z
11,48 | 11,58 | 169,01344 | 169,01365 | C;HsOs | 1,243
0\ CH
HO OH
OH
Acido galico
17,77 | 17,89 | 289,07199 | 289,07119 | Cy5H1406 | 2,767
OH
HO 0 @
oo
HO
Catequina
19,74 | 19,86 | 153,01836 | 153,01875 | CsHsOs4 | 2,549
Os_ _OH
OH
OH
Acido
protocatequinico
20,04 | 20,16 | 289,07196 | 289,07119 | CisH1406 | 2,664
OH
| o4
HO
Epicatequina
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20,63 | 20,74 | 179,03423 | 179,03441 | CgHgO4 | 1,005
OH
OW@OH
OH
Acido cafeico
20,65 | 20,76 | 167,03416 | 167,03441 | CgHsO, | 1,497
8] OH
5
OH
Acido vanilico
22,86 | 22,96 | 153,01839 | 153,01875| C7HgO4 | 2,353
Oyt
X
HO
Acido gentisico
22,94 | 22,75 | 163,03917 | 163,03951 | CgHsOs | 2,085
0
HO
Acido p-cumérico
23,58 | 23,67 | 463,08868 | 463,08757 | Cx1H20012 | 2,397

Quercetina 3 O-p
glucosideo
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23,83 | 23,63 | 609,14655 | 609,14547 | Co7H30016 | 1,773
S, y__
Rutina
25,87 | 25,94 | 301,03561 | 301,03477 | CisH1007 | 2,790
25,91 | 25,98 | 271,06140 | 271,06065 | Ci5H120s5 | 2,767
OH
HO. ; :0: ©/
|
HO O
Naringenina
26,78 | 26,83 | 285,04059 | 285,03987 | Ci5sH1006 | 2,526

Kaempferol
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Tabela 9: Compostos encontrados no extrato da polpa da mutamba (ExPMet) através da anéalise por

CLAE-EMAR.
TR TR do Massa Massa Férmula | Erro Composto
(min) | padrédo | Detectada | Calculada | Molecular | (ppm) Identiificado
[M - HJ-
m/z
11,48 | 11,58 | 169,01340 | 169,01365 | C7HsOs | 1,479
OxOH
HO OH
OH
Acido galico
17,77 | 17,89 | 289,07196 | 289,07119 | CisH1406 | 2,664
HO
Catequina
19,74 | 19,86 | 153,01843 | 153,01875 | C7HsOs | 2,091
o OH
OH
OH
Acido
protocatequinico
20,04 | 20,16 | 289,07196 | 289,07119 | CisH140s | 2,664
OH
“OH
HO
Epicatequina
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20,63 | 20,74 | 179,03424 | 179,03441 | CgHgO4 0,950
OH
OH
Acido cafeico
20,65 | 20,76 | 167,03418 | 167,03441 | CgHgO4 1,377
Ox__OH
1,
OH
Acido vanilico
22,85 | 22,96 | 153,01840 | 153,01875 | CsHgO4 | 2,287
0y, OH
5
HO
Acido gentisico
22,93 | 22,75 | 163,03923 | 163,03951 | CgHgOs3 1,717
0
HO
Acido p-cumérico
23,82 | 23,63 | 609,14661 | 609,14547 | Cy7H30016 | 1,871
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25,91 | 25,98 | 271,06140 | 271,06065 | CisH1205 | 2,767
OH
HO 0 ©/
I’
Ho O
Naringenina
26,21 | 26,27 | 285,04062 | 285,03987 | CisH100s | 2,631

Luteolina
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Tabela 10: Compostos encontrados no extrato da semente da mutamba (ExSMet) através da analise por

CLAE-EMAR.
TR | TR do Massa Massa Férmula Erro Composto
(min) | padrdo | Detectada | Calculada | Molecular | (ppm) Identificado
[M - H]-
m/z
11,49 | 11,58 | 169,01344 | 169,01365 C7Hs0s 1,243
0\ OH
HO OH
OH
Acido galico
17,78 | 17,89 | 289,07199 | 289,07119 | Ci5H140s 2,767
OH
%Um[l:%
HO
Catequina
19,74 | 19,86 | 153,01842 | 153,01875 C7Hs04 2,157
o oH
OH
OH
Acido
protocatequinico
20,04 | 20,16 | 289,07196 | 289,07119 | Ci5H140s 2,664
OH
HO 0 @
oo,
o4
HO




115

20,63 | 20,74 | 179,03424 | 179,03441 CoHgO4 1,396
OH
0 OH
OH
Acido cafeico
22,29 | 22,96 | 153,01842 | 153,01875 C7HgO4 2,157
O\ _OH
=
OH
HO
Acido gentisico
22,93 | 22,75 | 163,03918 | 163,03951 CyHgO3 2,024
0
N Non
HO
Acido p-cumérico
23,82 | 23,63 | 609,14642 | 609,14547 | Cy7H30015 1,560
\_/ ’ \
H OH ’\ :/
Rutina
25,86 | 25,94 | 301,03552 | 301,03477 | ClsH10Oy 2,392

Quercetina
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26,20

26,27

285,04056

285,03987

C15H1006

2,421
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Tabela 11: Compostos encontrados no extrato ExAc através da analise por CLAE-EMAR.

TR | TR do Massa Massa Formula | Erro Composto
(min) | padrdo | Detectada | Calculada | Molecular | (ppm) -
Identificado
[M —H]-
(m/z)
19,27 | 19,35 | 153,01869 | 153,01879 | C7HsO4 0,455
O OH
OH
OH
Acido
protocatequinico
22,66 | 22,75 | 153,01855 | 153,01879 | C;HsO04 0,315
Q OH
N
éOH
HO
Acido gentisico
23,18 | 23,27 | 179,03419 | 179,03444 | CqHgO4 0,305
OH
Owol—{
OH
Acido cafeico
25,10 | 25,20 | 163,03935 | 163,03952 | CgHsO3 0,379
0
HO
Acido p-cumérico
25,60 | 25,59 | 463,08908 | 463,08766 | Co1H20012 | 1,978
CrT ™
W 0
Quercetina-3-O-f3-
glucosideo
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25,60 | 25,59 609,14642 | 609,14557 | Co7H30016 | 1,409
.
WS,
Rutina
27,77 | 27,83 301,03592 | 301,03483 | Ci5H1007 | 1,641
28,07 | 28,14 271,06174 | 271,06065 | C15H1205 | 1,640
OH
HO\@T‘J'@/
|
HO O
Naringenina
28,28 | 28,31 285,04105 | 285,03992 | C15H100s | 1,686
Luteolina
28,92 | 28,98 285,04108 | 285,03992 | C15sH100s | 1,716
I’ )

Kaempferol
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Figura 29: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido galico no ExCMet.

ExCMet #1131 RT: 11,48 AV:1 NL: 2,20E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 169,01@hcd30,00 [50,00

100 169,01344
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Figura 30: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da catequina no ExCMet.

ExCMet #1751 RT: 17,77 AV:1 NL: 341E4
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00

100 289,07199

90
80
70
60
245,08179

50

40
157,01332

127,00257
205,05022

109,02827 ] | 303,96448 365,04550 486,14465 537,09497
e YA T T T TR I I | |

LB B B B B B R A B B B B T T T T T T
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Figura 31: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da acido protocatequinico no
ExCMet.

ExCMet #1945 RT: 19,74 AV:1 NL: 2,22E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00

100 153,01836

109,02830

90
80
70
60
50

40

30

81,03330 95,01260 || 123,00764

69,03330 | 18500774 | 166,99765 227,92877 264,43903 318,1082
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0 | —
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Figura 32: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da epcatequina no ExCMet.

ExCMet #1975 RT: 20,04 AV:1 NL: 1,07E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00

1004

289,07196

90

] 245,08182

207 125,02334 205,05011
179,03423
137,02339

t1a

97,02830
PP |J; A boaw b, |31324985 388,76395  446,39023 537,80316 574,07245
o+ --+--—r4+>----r---+-r—+Trrrr7Trrr+rrrrr T 1T T T T T T T T T T T TTT

T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z
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Figura 33: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido cafeico no ExXCMet.

ExCMet #2033 RT: 20,63 AV: 1 NL: 6,05E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 179,03@hcd30,00 [50,00
100 135,04411

70 179,03423

60
50
40
30

207 59,01261 gg 9317 17012943

10 101,02320

/ 121,02840

, 150,95316

0 sl [ I || . | '
T T T T T T T T T T T T

T
50 100 150 200

284,02255 360,25818
T T T T T T T T T T T T T
300 350

Figura 34: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido vanilico no ExCMet.

ExCMet #2035 RT: 20,65 AV:1 NL: 142E5
F: FTMS - p ESI Full ms2 167,03@hcd30,00 [50,00
100- 152,01056

70 167,03416

123,04403

307 108,02048

9900745 138,92831 179,03477
1 / 20276126 22586821 25154721 350,76096

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350
m/z

67,41178
0 T T T T

T
50 100

T t T T

T
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Figura 35: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do &cido gentisico no
ExCMet.

ExCMet #2253 RT: 22,86 AV:1 NL: 2,82E4
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00

100 153,01839

2
80
70
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40
30
137,99472

20
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64,99758 97,02818

10
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| |
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Figura 36: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido p-cumarico no
ExCMet.

ExCMet #2261 RT: 22,94 AV:1 NL: 3,36E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 163,04@hcd30,00 [50,00
100 119,04911

90
80
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50
40
163,03917

30

20
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Figura 37: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenga da quercetina 3 O - B
glucosideo no ExCMet.

ExCMet #2325 RT: 23,58 AV:1 NL: 2,31E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 463,10@hcd30,00 [50,00
100 300,02765

90
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Figura 38: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da rutina no ExCMet.

ExCMet #2349 RT: 23,83 AV:1 NL: 2,50E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 609,15@hcd30,00 [50,00
100 300,02768 609,14655

90
80
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50
40
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20
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| 17899788 \ 343,04590 560,68073
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Figura 39: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da quercetina no ExXCMet.

ExCMet #2551 RT: 25,87 AV:1 NL:5,63E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 301,00@hcd30,00 [50,00
100 301,03561

151,00279

30 178,99789

121,02846

59,01258 273,04059

; 193,01358 | 341,01611 421,36896 507,63199 603,27594
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Figura40: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da naringenina no ExCMet.

ExCMet #2555 RT: 2591 AV:1 NL:7,36ES
F: FTMS - p ESIFull ms2 271,06@hcd30,00 [50,00

271,06140
1004

151,00278

201 25782370
] \
6306115 11904914 . \
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\

trra e
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Figura4l: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do kaempferol no ExXCMet.

ExCMet #2641 RT: 26,78 AV:1 NL: 1,25E6
F: FTMS - p ESI Full ms2 285,04@hcd30,00 [50,00

100 285,04059

70
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20
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Figura42: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido galico no ExPMet.

ExPMet #1131 RT: 11,48 AV:1 NL: 2,56E5
F: FTMS - p ESI Full ms2 169,01@hcd30,00 [50,00
169,01340

1005 125,02333
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Figura43: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da catequina no ExXPMet.

ExPMet #1751 RT: 17,77 AV:1 NL: 587E4
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00

100 289,07196
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Figura 44: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido protocatequinico no
ExPMet.

ExPMet #1945 RT: 19,74 AV:1 NL: 1,52E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00

100 153,01843
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Figura45: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da epcatequina no ExPMet.

ExPMet #1975 RT: 20,04 AV:1 NL: 1,17E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00
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Figura46: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presencga do acido cafeico no ExPMet.

ExPMet #2033 RT: 20,63 AV:1 NL: 1,14E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 179,03@hcd30,00 [50,00
100— 135,04413
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Figura47: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido vanilico no ExPMet.

ExPMet #2035 RT: 20,65 AV:1 NL: 2,45E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 167,03@hcd30,00 [50,00
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Figura 48: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do &cido gentisico no
ExPMet.

ExPMet #2253 RT: 22,85 AV:1 NL: 2,54E4
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00
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Figura 49: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do &cido p-cumarico no
ExPMet.

ExPMet #2261 RT: 22,93 AV:1 NL: 1,08E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 163,04@hcd30,00 [50,00
100 119,04915
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Figura50: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da rutina no ExXPMet.

ExPMet #2349 RT: 23,82 AV:1 NL: 2,93E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 609,15@hcd30,00 [50,00
100 300,02765
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Figura51: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da naringenina no ExPMet.

ExPMet #2555 RT: 25,91 AV:1 NL: 1,41E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 271,06@hcd30,00 [50,00
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Figura52: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da luteolina no ExPMet.

ExPMet #2585 RT: 26,21 AV:1 NL: 4,86E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 285,04@hcd30,00 [50,00

100 285,04062

257,04599
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Figura53: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido galico no ExSMet.

ExSMet #1131 RT: 11,49 AV:1 NL: 1,14E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 169,01@hcd30,00 [50,00
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Figura54: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da catequina no ExSMet.

ExSMet #1751 RT: 17,78 AV:1 NL: 3,21E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00
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Figura 55: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido protocatequinico no
ExSMet.

ExSMet #1945 RT: 19,74 AV:1 NL: 6,04E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00
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Figura56: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da epcatequina no ExSMet.

ExSMet #1975 RT. 20,04 AV:1 NL: 8,40E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 289,07 @hcd30,00 [50,00
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Figura57: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do acido cafeico no ExSMet.

ExSMet #2033 RT: 20,63 AV:1 NL: 1,22E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 179,03@hcd30,00 [50,00
100 135,04413
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Figura 58: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca do &cido gentisico no
ExSMet.

ExSMet #2197 RT: 22,29 AV:1 NL: 1,63E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 153,02@hcd30,00 [50,00
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Figura 59: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presen¢a do &cido p-cumarico no
ExSMet.

ExSMet #2261 RT: 22,93 AV:1 NL: 3,72E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 163,04@hcd30,00 [50,00
100 119,04912
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Figura 60: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da rutina no ExSMet.

ExSMet #2349 RT: 23,82 AV:1 NL: 7,59E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 609,15@hcd30,00 [50,00
100 300,02768
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Figura61: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da quercetina no ExSMet.

ExSMet #2551 RT: 25,86 AV:1 NL: 555E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 301,00@hcd30,00 [50,00
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Figura62: Cromatograma obtido por CLAE-EMAE mostrando a presenca da luteolina no ExSMet.

ExSMet #2585 RT: 26,20 AV:1 NL: 1,42E8
F: FTMS - p ESIFull ms2 285,04@hcd30,00 [50,00
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