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RESUMO

O processo inflamatério ¢ um mecanismo de defesa desenvolvido pelo organismo com o
objetivo de combater infeccdes (originadas por virus, bactérias ou outros patdgenos) e
também injirias (cortes ou queimaduras). Os compostos fendlicos sdo amplamente
distribuidos em muitos produtos derivados de plantas e apresentam uma gama de
propriedades benéficas para a satide humana, como atividade antioxidante e anti-inflamatoria.
A atividade antioxidante desses compostos estd relacionada com a presenca de anéis
benzénicos que capturam elétrons e as atividades anti-inflamatérias sdo justificadas pela
capacidade desses fendlicos em inibir a ativacdo da via bioquimica do fator nuclear-kB (NF-
kB) e consequentemente, bloquear a transcricdo de citocinas inflamatdrias. Por essas
caracteristicas, esses compostos poderiam ter papel complementar as terapias convencionais
J4 estabelecidas, no tratamento das doencas inflamatdrias. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o potencial antioxidante e anti-inflamatério dos extratos resultantes de dois processos
de biotransformacdo (enzimético e fermentativo) de residuos de citricos, em modelo in vitro.
As células da linhagem RAW 264,7 (macrofagos de murinos) foram cultivadas, as respostas
inflamatorias foram estimuladas por lipopolissacarideos e os extratos foram adicionados a
seguir, no meio celular. A capacidade dos extratos em modular a producao de 6xido nitrico foi
avaliada pela reacdo de Griess e a influéncia na secrecdo de citocinas pro e anti-inflamatérias
foram analisadas pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O extrato
enzimatico apresentou o melhor resultado nas duas concentracOes testadas na andlise da
modulacdo da produgdo do 6xido nitrico. Em relagdo a producdo do fator de necrose tumoral
(TNF- a) pelas células, todas as amostras foram eficazes em reduzir a concentracdo desta
citocina na presenca de 1 mg/mL dos extratos. Entretanto, apenas o extrato fermentado foi
eficiente em reduzir a secre¢do da interleucina 6 (IL-6) no meio celular. Nos resultados da
producdo de interleucina 10 (IL-10), nenhuma amostra foi eficiente em aumentar
significativamente o teor desta citocina anti-inflamatoéria, demonstrando que essa nao deve ser

a via pela qual esses compostos atuam como anti-inflamatorios.

Palavras chave: Citricos, Biotransformagao, Inflamacao, Macréfagos.



ABSTRACT

The inflammatory process is a defense mechanism developed by the body in order to fight
infections (caused by viruses, bacteria or other pathogens) and also injuries (cuts or burns).
The phenolic compounds are widely distributed in many products derived from plants and
have a range of beneficial properties for the human health as antioxidant and anti-
inflammatory activities. Recent studies indicate that the antioxidant activity of these
compounds is related to the presence of benzene rings which capture electrons, and anti-
inflammatory activities are explained by the ability of these phenolic to inhibit activation of
the nuclear factor-kB (NF-kB) and therefore block the transcription of inflammatory
cytokines. Given these characteristics, these compounds may play a complementary role to
conventional therapies established in the treatment of inflammatory diseases. The aim of this
study was to evaluate the anti-inflammatory potential of the extracts produced by two
biotransformation processes (an enzymatic and a fermentation process) of citrus residues, in a
model of inflammation in vitro. Cells of the strain RAW 264.7 (murine macrophage) were
grown, and inflammatory responses were stimulated by lipopolysaccharides. The samples
were added to the cell medium and the ability of the extracts to modulate the production of
nitric oxide was assessed by the Griess reaction, and the influence on secretion of pro and
anti-inflammatory cytokines was assayed by the method of Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). The enzymatic extract showed the best result in the two concentrations tested
in the analysis of the modulation of the production of nitric oxide. Related to the production
of tumor necrosis factor (TNF a) by the cells, all samples were effective reducing the content
of this cytokine at the concentration in the presence of 1 mg / mL of the extracts. However,
only the fermented sample was effective in reducing the secretion of interleukin (IL-6) in the
cellular area. In the results of the production of interleukin 10 (IL-10), no sample was
effective in significantly increasing the content of this anti-inflammatory cytokine,
demonstrating that this should not be the way in which these compounds act as anti-

inflammatories.

Keyword: Citrus, Biotransformation, Inflammation, Macrophages.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O processo inflamatério € um mecanismo de defesa desenvolvido pelo corpo a
fim de combater infec¢Oes (originadas por virus, bactérias ou outros patégenos) e também
injurias (cortes ou queimaduras) (REUTER et al., 2010). Este processo é reconhecido como
um tipo de resposta imunoldgica inespecifica e como parte da etiologia de inimeras doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNTs) para os humanos. Em 2012, as doengas crénicas nao-
transmissiveis (DCNTs) foram a causa da mortalidade de 38 milhdes de pessoas no mundo,
acometendo 68% da populagdo. Dentre as DCNTSs, diabetes, cancer e as doencgas
cardiovasculares sdo as mais recorrentes no mundo (WHO, 2014).

Estudos epidemioldgicos t€m apoiado a hipdtese de que a ingestdo de polifendis
na dieta tenha um papel benéfico em diversas doencas inflamatdrias, pois esses compostos
apresentam elevado potencial anti-inflamatério. Assim, uma dieta rica em compostos
fendlicos parece estar associada com a reducdo do risco de desenvolvimento de doencgas
inflamatorias como céancer e doengas cardiovasculares (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997,
CESAR et al., 2010).

Os polifendis sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta humana. Entretanto,
sua estrutura molecular pode afetar sua atividade antioxidante e a sua biodisponibilidade
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). A maioria desses compostos sdo encontrados em
plantas na forma glicosilada, associados as moléculas de actucares, polimerizados ou
complexados com outras macromoléculas. Essa conjugacdo reduz sua capacidade
antioxidante, pois as hidroxilas dos anéis fendlicos precisam estar disponiveis para estabilizar
os radicais livres. A literatura indica que fendlicos agliconados, sdo mais bioativos (VATTEM
e SHETTY, 2003). A forma aglicona também € mais biodisponivel, apresentando-se pronta
para a absor¢@o no intestino delgado, ao contrdrio da sua forma glicosilada que deve sofrer
hidrélise, o qual ocorre somente no célon por microrganismos, reduzindo sua absorcdo
(HOLLMAN e KATAN, 1997). Assim sendo, processos de biotransformacdo de fendlicos e
sua adicdo na dieta tém se apresentado como alternativa atraente na busca por alimentos
funcionais.

A idéia de utilizar compostos naturais, derivados de plantas, como os polifendis,
em processos inflamatdrios € de interesse da populacdo em geral. Dessa forma, ¢ importante
atingirmos uma compreensio da acdo dos polifendis em diferentes proporcdes do processo
inflamatério: desde microscépio, como a a¢do nos 6rgdos como o intestino; € também nos

mecanismos moleculares, como a regulacdo as citocinas e outros mediadores inflamatorios.
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Além disso, pouco se compreende sobre quais as melhores formas de consumo desses
fendlicos: purificados e isolados, ou como parte de uma matriz mais complexa, em extratos
ricos que podem apresentar efeitos sinérgicos.

Uma fonte interessante de compostos fendlicos sdo as frutas citricas. Dentre os
produtores de frutas citricas, o Brasil destaca-se por ser o maior produtor mundial de laranja.
Em 2012 o Brasil atingiu a sua produ¢do em cerca de 18 milhdes de toneladas e, o estado de
Sdo Paulo foi o destaque com 74% de participacio na producdo nacional (INVESTE SAO
PAULO, 2013). Projecdes do Ministério da Agricultura estimam crescimento de 0,89% na
taxa anual de producdo de laranja, alcan¢cando uma producao de 20,5 milhdes de toneladas na
safra 2018/2019 (MAPA, 2015). Do total produzido no Brasil, estima-se que 85% seja
destinado a industria de suco e o restante ao consumo in natura (CONAB, 2013). Para a
producdo do suco de laranja, o principal subproduto gerado € o bagago, composto por casca,
polpa e semente, o qual compde 50% do fruto (FIORENTIN et al., 2010; DE MORAES
CRIZEL et al., 2013). Este bagaco € utilizado comumente como componente de racdo animal
(CARVALHO, 2015). Entretanto, sabe-se que a casca dos citricos apresenta elevado conteudo
de polifendis, e diversos estudos demonstram os efeitos positivos dos extratos da casca no
tratamento das doencas cronicas ndo-transmissiveis (FUKUCHI et al., 2008; JUNG et al.,
2011; LEE et al., 2011; DING et al, 2012; KIM et al., 2012; KANG et al., 2012;
RAASMAIJA et al., 2013).

Nesse sentido, este trabalho pretende avaliar e comparar o potencial biolgico de
dois extratos ricos em compostos fendlicos, extraidos de residuos provenientes da indudstria do
suco de laranja e modificados um por via fermentativa e o outro enzimdtica, conforme
estudado por Madeira et al. (2014). Estes extratos fendlicos de citricos podem se tornar
importantes ingredientes funcionais ou nutracéuticos, visto que possuem uma gama de

compostos fendlicos bioativos, os quais possuem um grande potencial bioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antioxidante e anti-inflamatério de extratos de residuos de

citrus biotransformados por via fermentativa e enzimatica, em modelo in vitro.

2.2 Objetivos especificos

J Realizar os processos de biotransformacdo enzimdtica e fermentativa dos
residuos.

. Caracterizar os extratos obtidos pelo teor de fendlicos totais.

J Avaliar o potencial antioxidante dos extratos utilizando os ensaios in vitro
DPPH e ORAC

. Avaliar o efeito dos extratos na modulacdo da producdo do 6xido nitrico em

cultura de células de Macréfagos de murinos estimuladas com lipopolissacarideos
(LPS).

. Avaliar o efeito dos extratos na modulacio da secrecao de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-6) em cultura de células de Macréfagos de murinos
estimuladas com LPS.

. Avaliar o efeito dos extratos na modulagdo da secrecdo de citocina anti-
inflamatoéria (IL-10) em cultura de células de Macréfagos de murinos estimuladas com

LPS.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. 1 Processos inflamatérios e doencas cronicas

O processo inflamatério inicial € caracterizado pelo aumento da permeabilidade
do tecido endotelial e influxo de leucdcitos para o intersticio, ocasionando o edema. Esse
processo € considerado natural quando ocorre uma lesdo tecidual (GABOR, 1979). A
persisténcia por periodos maiores dessa inflamacdo considerada “normal” pode gerar a
inflamacdo cronica que € prejudicial ao organismo porque acarreta uma producdo de respostas
fisiolégicas anormais, aumentando o risco de danos celulares e por consequéncia o
desenvolvimento de doencas cronicas (REUTER et al., 2010).

O desencadeamento dessa resposta inflamatdria deve-se a acdo dos receptores
Toll-like (TLRs) que sdao encontrados em diferentes tipos de células, incluindo as de defesa
como os macrofagos (WRIGHT er al., 1990; POLTORAK et al., 1998; MILLER, ERNST e
BADER, 2005). Esses macréfagos sdo encontrados inicialmente como mondcitos circulando
na corrente sanguinea, os quais t€ém uma vida relativamente curta, pois no momento em que
penetram nos tecidos, sdo diferenciados em macréfagos (SUNDERKOTTER et al., 2004). Os
macréofagos sdo essenciais para a defesa do organismo, pois modulam a resposta inflamatdria
e a homeostase celular, visto que suas principais funcdes sdo fagocitose e endocitose de
patdogenos (MANTOVANI et al., 2004)

Os TLRs exercem funcdo importante na resposta imune do organismo quando
expostos a patdgenos, pois cada receptor detecta estruturas distintas dos mesmos, como por
exemplo, o Toll-like 4 (TLR4) reconhece lipopolissacarideos (LPS) (KAWAI e AKIRA,
2011). Os TLR4 ligam-se aos LPS da parede celular de bactérias gram negativas, ativando o
fator nuclear-kB (NF-xB) no interior do citoplasma do macréfago (HART et al., 2005; LU,
YEH e OHACHI, 2008). NF-xB é um grupamento de proteinas composto por cinco membros
denominados RelA (p65), RelB, C-Rel, p105 (NF-KB1, um precursor de p50) e p100 (NF-B2,
um precursos de p52), os quais regulam a expressao de genes relacionados a imunidade inata,
adaptativa, inflamacdo, proliferacdo e respostas ao stress (KARIN e GRETEN, 2005;
GILMORE, 2006). A ativagdo do NF-kB inicia uma cascata de reacdes ligadas a respostas
inflamatdrias que culminam com a liberacdo de citocinas inflamatdrias como a IL-6 e o fator
de necrose tumoral (TNF- o) (HART et al., 2005; LU, YEH e OHACHI, 2008).

O NF-kB, quando ndo ativado, encontra-se no citoplasma acoplado a uma

proteina inibitéria chamada IkB. Para que ocorra a liberac@o do fator nuclear e ele se desloque
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para o nucleo, o IkB precisa sofrer reagdes de fosforilacdo e degradacdo (BAUERLE e
BALTIMORE, 1996; BALDWIN, 1996). A interacio do NF-kB com o nicleo interfere no
aumento da sintese de citocinas pré-inflamatoérias como IL-6, TNF-a e a proliferacao celular
de macréfagos (HART ez al., 2005; LU, YEH e OHACHI, 2008; PEDERSEN et al., 2014).

A Figura 1 mostra uma representacdo esquemadtica da sequéncia de sinalizagcdo

intracelular por receptores Toll-like (TLRs).

Figura 1 — Representacdo esquemadtica da sequéncia de sinalizacdo intracelular
por receptores Toll-like (TLRs).
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Fonte: Adaptado de Miller, Ernst e Bader (2005).

Os processos inflamatérios nos tecidos adiposos tém sido considerados
responsaveis pelas complicagdes em longo prazo da obesidade a saide. A expressdo de uma
gama de citocinas € uma caracteristica central do processo inflamatério na obesidade
(OROURKE, 2009). O tecido adiposo secreta uma quimiocina denominada proteina
quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1), a qual estd relacionada com a infiltracdo de

macréfagos no tecido (JIAO et al., 2009). A secre¢cdo da MCP-1 recruta mondcitos que se
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diferenciam em macréfagos de fen6tipos M1 ou Thl que se acumulam no tecido adiposo. Os
macréfagos possuem dois fendtipos diferentes, o primeiro € denominado M1 ou Thl, e é
caracterizado por alta capacidade de apresentacdo de antigenos, elevada secre¢do de IL-12 e
IL-23, alta producdo de intermediarios téxicos como 6xido nitrico e intermedidrios reativos de
oxigénio (IROS) (BONNOTTE et al., 2001) A inducdo da diferenciagdo do macréfago no
fen6tipo M1 é normalmente gerada por interferon gama (IFN-gama), LPS e/ou fator de
necrose tumoral (TNF-a) (MYTAR et al., 1999). Os macréfagos M2 ou Th2 possuem niveis
reduzidos de citocinas inflamatérias e secretam grandes quantidades de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10 (TAYLOR et al., 2005). A indu¢do do M2 € normalmente gerada
por IL-3 e IL-4 (MYTAR et al., 1999; BONNOTTE et al., 2001).

Com o acimulo de M1 ou Th1 no tecido adiposo, inicia-se a sintese e secrecao de
citocinas pré-inflamatdrias por essas células (KAMEI et al., 2006; WEISBERG et al., 2006;
KRAAKMAN et al., 2014). Além disso, a expansao rapida do tecido adiposo (no caso de um
ganho de peso acelerado) provoca um aumento do tamanho dos adipdcitos existentes,
acarretando uma vascularizagdo insuficiente no local, que resulta em uma baixa oxigenagdo
do tecido (BALISTRERI, CARUSO e CANDORE, 2010). Nesse processo, macréfagos
infiltram no local aumentando a secrec¢do de substancias pro-inflamatérias (WEISBERG et al,
2003; RAMALHO e GUIMARAES, 2008). Portanto, a regulagio da infiltragio de
macréofagos na obesidade € uma estratégia importante para a interrup¢ao do avango da doenca
(YOSHIDA et al., 2014).

O fator de necrose tumoral elevado na obesidade induz também a resisténcia
insulinica em uma ampla variedade de cé€lulas, através de varios mecanismos, como a inibi¢dao
da expressdo do transportador de glicose (GLUT 4) (O'ROURKE, 2009). Assim, pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) apresentam concentragcdes plasmaticas elevadas
do TNF-a e também da interleucina 6. O aumento desses mediadores inflamatérios origina
uma associac¢ao entre inflamagdo e DM2 (SCHMIDT et al., 1999).

A doencga inflamatéria intestinal (DII) também se caracteriza por ser uma
inflamacdo cronica com produgdo desequilibrada de citocinas pré-inflamatérias. A colite
ulcerativa e a doenca de Cronh sdo as suas principais formas (ORDAS et al., 2012). Os
mecanismos dessas doencgas sdo controlados pelas células epiteliais intestinais (CEls), que
podem iniciar o processo inflamatério através da sua capacidade de sintetizar e liberar
mediadores inflamatérios. As CEIs também sdo responsdveis pela regulacdo da
permeabilidade epitelial e controle da exposicdo de células imunitdrias aos antigenos. Além

disso, também respondem aos mediadores inflamatérios, podendo aumentar ou diminuir o
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processo inflamatério (JUNG et al., 1995; PANJA et al., 1998; BRUEWER et al., 2005,
WALLE et al., 2010). Durante o processo de inflamag¢@o intestinal, mondcitos migram da
corrente sanguinea para a regido da mucosa inflamada e, em seguida, se diferenciam em
macréfagos. Essas células de defesa ficam nessa regido inflamada liberando mediadores
inflamatérios (MACDERMOTT, 1996).

Pelo fato do TNF-a e das citocinas pré-inflamatérias serem importantes na
manutenc¢do dos estados inflamatdrios cronicos, torna-se interessante a investigacdo de fatores
da dieta que possam ativar mecanismos regulatérios que inibem a produc¢do do TNF-a e
dessas citocinas. Os modelos com macréfagos sdo pertinentes para esse tipo de investigacao

por serem cé€lulas diretamente envolvidas nos processos inflamatdrios em diversos tecidos.

3.2 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € liberado em resposta as endotoxinas e de
bactérias gram-negativas. Ele é considerado o principal mediador envolvido na fisiopatologia
da sepse produzida por essas bactérias (BEUTLER e CERAMI, 1987; TRACEY et al., 1987).
E sintetizado por uma gama de células imunitdrias como linfécitos T, mastécitos, macréfagos
e células natural “killer” (BEUTLER e CERAMI, 1987; BEUTLER e¢ CERAMI, 1988;
KUTTEH et al.,1991). Existem dois tipos de receptores do TNF-a: TNFRI expresso em quase
todas as células e o TNFR2 que € expresso em oligodendrdcitos, células T, células endoteliais
e nas células estaminais mesenquimais humanas (YELAVARTHI e HUNT, 1993; GRELL et
al., 1995; FAUSTMAN e DAVIS, 2010; NAKAZAWA et al., 2011).

A ligacdo do TNF-a com seus receptores pode resultar em apoptose e a producao
de outras citocinas pro-inflamatérias (WAJANT, PFIZENMAIER e SCHEURICH, 2003). O
TNFR1 contém um dominio de interacdo proteina-proteina, denominado dominio de morte
(DM) (TARTAGLIA et al.,1993). Este dominio, quando ativado, ocasiona a apoptose celular
(SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998). Em relacio a producdo de outras citocinas pro-
inflamatérias, o TNF-a, como uma variedade de outros indutores, pode estimular a
degradacao proteolitica de IkB pelo proteassoma, libertando o NF-kB e permitindo que ele se
desloque para o nucleo. A interacdo desse fator com o nucleo induz a produgdo de outras
citocinas pré-inflamatérias (PERKINS, 2000).

O TNF-o também € responsavel pela inducdo da sintese de proteina C reativa,
aumento da permeabilidade vascular e com isso, maior recrutamento de células inflamatérias

(GRIFFIN et al., 2012). Por isso, o controle da expressao do TNF-a ¢ importante, pois ele € o
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principal mediador das respostas inflamatérias e sua super-expressdo pode acarretar em

inflamagdes cronicas.

3.3 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 € uma citocina que pode ser produzida por uma variedade de células como
linfécitos T e B, mondcitos, fibroblastos, células endoteliais, células mesangiais e algumas
células tumorais. A sua produgdo pode ser induzida por outras citocinas, como IL-1, fator de
necrose tumoral (TNF-a), bem como infec¢des bacterianas e virais (ATAIE-KACHOIE,
POURGHOLAMI e MORRIS, 2013). A IL-6 também € secretada por macrofagos quando
eles sdo ativados por lipopolissacarideos (ADAMS e HAMILTON, 1984; MORRISON e
RYAN, 1987).

A IL-6 transmite seu sinal quando ligada ao receptor IL6R (denominado também
como CD26) e ao componente transdutor de sinal gp30 (também denominado CD130).
Existem dois tipos de ILOR, o receptor de membrana celular (IL-6RA) que forma um
complexo com o gp30, apds se ligar com o IL-6. Este € o tipo de sinalizacdo cléssica. O outro
€ um receptor solivel de IL-6 (sIL-6R), que se liga a IL-6 e, em seguida, se une ao receptor de
membrana B cadeia-gp130 levando a transducdo de sinal. Este tipo é denominado de trans-
sinalizacdo (JONES et al., 2001; ATAIE-KACHOIE, POURGHOLAMI e MORRIS, 2013).

Essa citocina regula vérios processos fisioldgicos, incluindo a produgdo de
proteinas de fase aguda no figado, a inflamacao, a resposta imunitaria, o mecanismo de defesa
do hospedeiro e o crescimento celular (KISHIMOTO, 2006). Ela € responsavel também pela
producdo de outros mediadores inflamatdrios, tais como outras citocinas, prostaglandinas e
espécies reativas de oxigénio (WOODFIN, VOISIN e NOURSHARGH, 2010). Além de
regular a ativacao de células B e diferenciacdo de células T (NEURATH e FINOTTO, 2011).
Uma vez que ela facilita o recrutamento de mondcitos para a regido inflamada, essa citocina é
a principal responsdvel por perpetuar a inflamacido aguda induzindo a inflamagdo cronica.
Além de aumentar a infiltracdo de leucdcitos, através do aumento da expressdo de moléculas
de adesao, tais como molécula de adesdo intercelular ICAM) -1 e molécula de adesdo celular
vascular (VCAM) —1 em células endoteliais (CHEN et al., 2004; CHEN et al., 2006). Outra
fun¢do importante do IL-6 na inflamacgdo € a participag¢do na diferenciacdo de mondcitos para
macréfagos, por induzir a expressdo do receptor de coldonias de macréfagos (M-CSF)

(CHOMARAT et al., 2000).
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3.4 Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatéria que suprime a
inflamacdo causada por agentes patogé€nicos (SARAIVA e O'GARRA, 2010; POT,
APETOH e KUCHROO, 2011). As células responsdveis por produzir IL-10 sdo os
mondcitos/macréfagos, células B, células T e diversos subconjuntos de células T reguladoras,
CD4+ e CD8+ (MAYNARD e WEAVER, 2008; HEDRICH e BREAM, 2010).

A atividade da IL-10 é mediada por um receptor complexo de superficie celular.
Este receptor possui duas cadeias diferentes, a IL-10R1 e IL-10R2. A interacdo de IL-10 / IL-
10R1 altera a conformagdo da citocina, permitindo a associacdo do complexo IL-10 / IL-
10R1, com a IL-10R2 (MOORE et al., 2001). A IL-10 quando se liga com as duas cadeias do
receptor, induz a ativagdo da JAKI1 (associada com IL-10R1) e tirosina-quinase (TyK2)
(associada com a IL-10R2), que juntos, induzem a fosforilagao IL-10R1, permitindo a ligacdo
e fosforilacdo de fatores de transcricio como o STAT3, ou STATI1 e STATS em alguns tipos
de células (FINBLOOM e WINESTOCK, 1995; WEBER-NORDT et al., 1996; WEHINGER
et al., 1996). STAT3 migra para o ntcleo celular e/ou j4 estd presente no nicleo, mas sofre
uma mudancga na sua conformacio para induzir a transcricio de genes correspondentes as
proteinas efetoras, como a IL-10 (SABAT et al., 2010).

A IL-10 possui um efeito anti-inflamatério por impedir a maturacdo de células
apresentadoras de antigenos e por inibir a produgdo de citocinas pré- inflamatérias (MOORE
et al., 2001; SARAIVA e O'GARRA, 2010; POT, APETOH e KUCHROO, 2011). Essa
interleucina pode inibir a produgdo de citocinas por inativar as células T CD4 + em
determinadas condig¢des in vitro (CAUX et al., 1994; GROUX et al., 1998). Essa inativagdao
inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-2, IL-5, IFN-y e TNF «
(GROUX et al.,1998). Além disso, a sinalizacdo de IL-10 induz a producdo de supressores de
sinalizacdo chamados, SOCS1 e SOCS3, que também suprimem a produgdo de citocinas pro
inflamatérias (YOSHIMURA, NAKA e KUBO, 2007). Consequentemente, a IL-10 reduz o
processo inflamatério. Além disso, em alguns estudos in vivo, houve um aumento da

capacidade migratéria dos macréfagos na auséncia de IL-10 (ZIGMOND et al., 2014).

3.5 Oxido nitrico (NO)

O 6xido nitrico € um gas de curta duragdo difundido pelas células e é reconhecido

por ser um dos fatores que regulam a morte apoptética e a viabilidade celular (EU et al., 2000;
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JAFFREY et al., 2001). O 6xido nitrico influencia na viabilidade celular porque é capaz de
competir com o oxigénio pelos sitios de ligacdes com substratos em vias bioenergéticas. Além
de formar complexos com grupos heme e ferro-enxofre existente em muitas proteinas
mitocondriais, afetando a atividade catalitica celular. Ele também diminui o potencial da
membrana interna da mitocondria, que sdo os primeiros passos na via apoptdtica celular
(HORTELANO et al,1997; BOSSY-WETZEL, NEWMEYER e GREEN, 1998;
HORTELANO, ALVAREZ e BOSCA, 1999; RADI et al., 2002; BROWN e BORUTAITE,
2002; BOVERIS, ALVAREZ e NAVARRO, 2002; BROOKES et al., 2002; COSTA et al.,
2003).

Nos mamiferos, existem trés isoformas de enzimas sintases que sdo responsaveis
pela producdo de 6xido nitrico. Essas enzimas sdo denominadas como NOS I ou nNOS, a
forma neuronal, NOS Il-induzivel, presente em varios tipos de células mediante a estimulos
inflamatérios e NOS III (eNos) ou enzima constitutiva, presente principalmente no endotélio
(MICHEL e FERON, 1997; WEST et al., 2001; IGNARRO, 2002).

O eNOS € responsavel por impedir leucocitos e plaquetas de aderirem a parede
vascular e pela manuten¢do do tdnus vascular baixo. O nNOS é um neuromodulador ou
neuromediador em terminacdes nervosas e, o iNOS desempenha fung¢des na resposta
inflamatéria (MICHEL e FERON, 1997).

A producdo de NO derivado da iNOS pode ser iniciada por citocinas inflamatorias
como a IFN-y, TNF-a ou IL-1 (HEBA et al., 2001). Além disso, o reconhecimento do LPS
por macréfagos conduz a ativacdo do NF-«B, que € responsdvel pela transcricio de iNOS
(XIE e NATHAN, 1994; MATSUNO et al., 1998).

O “NO inflamatério” ¢ formado junto com grandes quantidades de anion
superéxido (O2-) e, no momento que os dois entram em contato formam o peroxinitrito
(ONOO-) (GUZIC et al., 2002). Este possui efeito citotéxico, como a inibi¢dao da respiracao
mitocondrial (ISCHIROPOULOS e AL-MEHDI, 1995).

3.6 Polifendis e acao anti-inflamatoria

Compostos fendlicos sdo definidos quimicamente como substancias que
apresentam no minimo um anel aromatico em sua estrutura ligada a uma ou mais hidroxilas
(BRAVO, 1998). Eles sao classificados de acordo com o nimero de anéis aromdticos € com o

tipo de elemento estrutural que unem estes anéis entre si (D’ARCHIVIO et al., 2007).
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Os polifendis sdo originados do metabolismo secunddrio em plantas
(TREUTTER, 2001). Eles participam da reprodu¢do e crescimento de vegetais, contribuem
para a pigmentacdo de flores e frutos, atuam na protecdo contra predadores e da irradiacdo
ultravioleta (U.V.) (MARTINS er al., 2011; SOTO et al., 2011; LIU, 2013). Além de suas
importantes funcdes nas plantas, fendlicos apresentam uma gama de propriedades benéficas
para a nossa saude, como prote¢ao das células contra o estresse oxidativo e reduc¢do do risco
do desenvolvimento de doengas cronicas (LIU, 2013). Os polifenéis também sao
considerados antioxidantes naturais e representam um importante grupo de compostos
bioativos em alimentos (DUENAS et al., 2005). Os antioxidantes protegem o organismo de
diferentes maneiras tais como: evitando a formacgdo de radicais livres, reparando as lesoes
causadas por estes radicais e previnem a perda da integridade celular (GARCIA-ALONSO et
al., 2004).

Os polifenéis sdo divididos entre os seguintes grupos: flavonoides, dcidos
fendlicos, estilbenos, lignanas e taninos (D’ ARCHIVIO et al., 2007).

Na classe dos flavonoides encontram-se as seguintes subclasses: flavonoides,
flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianinas (D’ARCHIVIO et al., 2007). A

Figura 2 apresenta a estrutura geral dos flavonoides e das suas diferentes classes.
Figura 2 — Estrutura geral dos flavonoides e das suas diferentes classes.

0. i)
Ve

O Flavan-3-0is

(o)

Flavanonas \

/1 Antocianidinas

&y
(o P
|
o o
Flavonois Isoflavonas Flavonas

Fonte: Adaptado de Del Rio ef al. (2013).



26

Os flavonoides sdo compostos abundantes no reino vegetal, de baixo peso
molecular, formados por dois anéis benzénicos com pontes de trés carbonos condensadas em
um oxigénio, formando um anel intermedidrio (DILLARD e GERMAN, 2000; RIBEIRO e
SERAVALLLI, 2004; ANGELO e JORGE, 2007).

Os flavondis possuem uma ligacdo dupla entre os carbonos Cz e o C3 com um
grupo hidroxila na posi¢cdo C3, sdo a subclasse dos flavonoides mais presentes nos alimentos,
tendo a quercetina como o composto mais representativo. As flavonas caracterizam-se por
possuirem uma ligagdo dupla entre os carbonos Cz e 0 C3 € s30 0s compostos menos comuns
entre os flavonoides (D’ARCHIVIO et al., 2007).

Flavanonas sdo caracterizadas pela existéncia de uma cadeia de trés carbonos
saturadas e um oxigénio no C4. Geralmente sdo glicosiladas por um dissacarideo em C7. As
principais formas agliconas sdo naringenina e hesperetina (IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

As isoflavonas sdo compostos com estruturas semelhantes as do estrogénio, com
grupos hidroxilo em C7 e C4, como a molécula de estradiol. Essas moléculas possuem
caracteristicas benéficas para o organismo, por isso tem sido sugerido o seu uso na prevencao
ou tratamento de doencas crOnicas como aterosclerose e cancer. Alguns efeitos fisiolégicos
sdo associados a sua semelhanga estrutural com p-estradiéis (KLEJDUS et al., 2007,
D’ARCHIVIO et al., 2007).

As antocianinas sdo compostos soliveis em dgua que podem aparecer na cor
vermelho, roxo ou azul, dependendo do pH do meio (IGNAT, VOLF e POPA, 2011). As
antocianidinas, formas agliconadas das antocianinas, consistem em um anel aromdtico A
ligado a um anel heterociclico C que contém oxigénio, que também € ligado por uma ligacao
carbono-carbono com um terceiro anel aromédtico B (KONCZAK e ZHANG, 2004). As
antocianidinas quando encontradas na sua forma glicosidica, sdo conhecidas como
antocianinas (IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

Os 4cidos fendlicos podem ser encontrados nas plantas tanto em sua forma livre
como conjugada (ROBBINS, 2003). Eles sdo divididos em dois subgrupos, os dcidos
hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos. Os 4cidos hidroxibenzdicos possuem em comum a
estrutura Cs-C e, entre eles, encontra-se o adcido galico. Os 4cidos hidroxicindmicos possuem
em sua estrutura compostos aromaticos com uma cadeia de carbono de trés lados (Ce-C3) e,
entre eles, encontram-se o caféico e o ferilico (BRAVO, 1998). A Figura 3 apresenta a

estrutura geral dos acidos fendlicos.
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Figura 3 — Estrutura geral dos 4cidos fendlicos

Acido hidroxicinidmico Acido hidroxibenzdico

Fonte: Adaptado de Shahidi e Ambigaipalan (2015)

Estilbenos, em particular o trans-resveratrol e os seus glucosideos, possuem
potencial antioxidante, anticancerigeno e propriedades anti-tumorais (BURNS et al., 2002;
JUNG et al., 2009; TORRES et al., 2010). Esses compostos sdo localizados principalmente
em uvas, bagas e amendoins (IGNAT, VOLF e POPA, 2011). A Figura 4 apresenta a

estrutura quimica principal dos estilbenos.

Figura 4 — A estrutura quimica principal dos estilbenos
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Fonte: Adaptado de Ignat, Volf e Popa (2011)

As lignanas estdo presentes na natureza, em sua maioria, na sua forma livre.
Apesar da sua estrutura de base ser composta apenas por duas unidades de fenilpropano (Ce —

Cs), lignanas apresentam uma vasta diversidade estrutural. As lignanas e seus derivados tem


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7385.html
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demonstrado um efeito benéfico na quimioterapia e em alguns outros fairmacos. Isto contribui
para o aumento do interesse nos estudos destes compostos (SALEEM et al., 2005). A Figura 5

apresenta a estrutura quimica principal das lignanas.

Figura 5 — A estrutura quimica principal das lignanas
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Fonte: Adaptado de Ignat, Volf e Popa (2011)

Os Taninos podem ser subdivididos em taninos condensados e hidrolisdveis
(SHAHIDI e NACZK, 2004). Os taninos condensados sdo polimeros de flavonodides,
enquanto que os taninos hidrolisaveis sdo dcidos galicos glicosilados (FERREIRA e SLADE,
2002; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006). Os grupos fendlicos dos taninos
se ligam fortemente com o NH de peptideos e proteinas, isto impede a sua hidrélise e digestao
no estomago. Por este fato, sdo conhecidos como compostos antinutricionais na natureza
(SHAHIDI e NACZK, 2004). A Figura 6 apresenta as estruturas quimicas dos taninos

condensados e hidrolisaveis.



29

Figura 6 — As estruturas quimicas dos taninos condensados e hidrolisaveis

Taninos condensados

Taninos hidrolisaveis

Fonte: Adaptado de Shahidi e Ambigaipalan (2015)

Uma preocupagcdo em relacio ao consumo de fendlicos era o fato de serem
associados como fatores antinutricionais, visto que reduziam a digestibilidade de proteinas,

quer por precipitacio das mesmas ou por inibicdo da atividade enzimatica (FERGUSON,
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2001). Os taninos sdo compostos que podem ser considerados exemplos destes fatores, pois
como explicado no texto anteriormente complexam-se com proteinas, bem como com
enzimas (NACZK et al., 1996; NAURATO et al., 1999). Além disso, taninos podem inibir a
absor¢do de minerais como o ferro e o cobre (REDDY e COOK, 1991; SAMMAN et al.,
2001).

Entretanto, apesar destas propriedades antinutricionais, 0os taninos possuem uma
gama de atividades bioldgicas benéficas para a sadde, tais como a inibicdo da oxidagdo
lipidica e da progressdo de tumores (OKUDA, YOSHIDA e HATANO, 1992; HIGDON e
FREI, 2003; OKUDA, 2005; NAGLE, FERREIRA e ZHOU, 2006). Por possuir estas
propriedades anti-inflamatérias e anti-mutagénicas, além da elevada antioxidante, a
preocupacdo que existia com os taninos foi substituida por um interesse em suas
caracteristicas bioativas (BRAVO, 1998).

As propriedades bioldgicas dos polifendis dependem da sua biodisponibilidade
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). A biodisponibilidade dos compostos fendlicos é
definida como a fragdo de polifendis disponivel para absorcao e metabolismo pelos tecidos
(RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2014). Um dos fatores que modificam a biodisponibilidade
dos polifendis € a forma como eles se apresentam na natureza (NAKAJIMA, MACEDO e
MACEDQO, 2014). Os compostos fenolicos podem ser encontrados tanto em sua forma livre
(agliconas), como ligados a acticares (glicosidios) e/ou proteinas (BRAVO, 1998).

As formas agliconas podem ser absorvidas diretamente no intestino delgado.
Entretanto, a maioria dos polifendis encontram-se presentes nos alimentos na forma
esterificada, glicosilada ou ligada por outros polimeros que ndo podem ser absorvidos na sua
forma nativa. Estes compostos devem sofrer o processo de hidrélise por enzimas, que estao
presentes em células da mucosa gastrintestinal como a B-glucosidase, ou pela microflora
coldnica, para entdo serem absorvidos (DAY et al., 1998; NEMETH et al., 2003).

A prova indireta da absor¢do destes compostos através da barreira intestinal é a
avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma apds o consumo de alimentos ricos em
polifendis (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). Isto tem sido observado para uma grande
variedade de produtos alimentares, tais como o chd (SERAFINI, GHISELLI e FERRO-
LUZZI, 1996; VAN HET HOF et al.,1997) e o vinho tinto (MAXWELL, CRUICKSHANK e
THORPE, 1994; FUHRMAN, LAVY e AVIRAM, 1995; SERAFINI, MAIANI e FERRO-
LUZZI, 1998). Evidéncias diretas da absorc¢do dos fendlicos podem ser baseadas na avaliagdao

da concentrag@o dos compostos no plasma e na urina, apds a ingestdo dos compostos puros ou
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de produtos alimentares com contetidos conhecidos destes fendlicos (SCALBERT e
WILLIAMSON, 2000).

Muitos estudos estao focados nas funcdes antioxidantes e anti-inflamatérias dos
compostos fendlicos. O efeito inibitério desses compostos na ativacdo das vias moduladas
pelo NF-kB é um dos mais estudados.

A daidzeina é um composto fendlico presente na soja sob a forma agliconada.
Recentemente, foi relatado que este polifenol possui uma gama de efeitos benéficos para a
saide humana, atuando na prevencado do cancer, redugdo do risco de doencgas cardiovasculares
e neuroprote¢do de acidente vascular cerebral (GARDNER et al., 2009; MANN et al., 2009;
SCHREIHOFER e REDMOND, 2009). Kim et al. (2009) investigaram entdo o efeito da
daidzeina na ativacdo do NF-kB em animais com lesdes do miocérdio. A anélise do complexo
NF-kB foi realizada por Western blotting e as concentragdes das citocinas TNF-a e IL-6
foram medidas por Kits ELISA. Para avaliar a infiltracdo de neutréfilos, os pesquisadores
analisaram a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). A daidzeina inibiu a translocacao
nuclear de NF-kB, suprimiu a producdo de citocinas inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6,
diminuiu a infiltracdo de neutréfilos para as dreas isquémicas, reduzindo o processo
inflamatoério. Os autores concluiram que estes foram os mecanismos de protecdo do miocardio
realizados pelo polifenol que podem ser utilizados como terapia em que a ativacdo do NF-kB
€ a sua principal causa.

Martin et al. (2006) investigaram os efeitos do resveratrol na inflamacao cronica
em um modelo de colite induzida pela administra¢do intracolonica de TNBS em ratos Wistar.
Os autores utilizaram a avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) como um
marcador de infiltracdo de neutréfilos e observaram que houve uma reducao de sua atividade
com o tratamento do resveratrol. Os pesquisadores verificaram por Western blotting que
houve também uma reducdo do complexo proteico NF-kB nos animais tratados com o
resveratrol. Assim, eles relatam que um dos mecanismos possiveis de protecao do resveratrol
envolve uma reducdo de infiltracdo dos neutréfilos na mucosa do célon, através da inibi¢do da
ativacdo da via do NF-kB. Foram medidos também niveis de PGE> e de PGD> conforme
metodologia estabelecida por Martin et al. (2003). A concentragdo da citocina TNF-a foi
analisada por kit ELISA. Neste estudo, os autores observaram que com o tratamento do
resveratrol os valores de PGE > aumentaram mas retornaram aos valores basais, enquanto que
o fendlico ndo modificou a concentracio de PGD ,. Também foi observado que a
concentracdo de TNF-a foi significativamente reduzida em animais tratados com o fenolico.

Os autores concluiram que o resveratrol exerceu efeitos protetores na colite experimental
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crOnica, sugerindo que o fendlico pode ser utilizado no tratamento de doencas cronicas

intestinais.

3.7 Efeitos anti-inflamatdrios de polifendis em ensaios celulares

Estudos in vitro auxiliam o entendimento do mecanismo de ac¢do dos fendlicos e
na avaliacdo do potencial anti-inflamatério de extratos naturais ou modificados em células
isoladas. Portanto, servem como ponto de partida para pesquisas cientificas em outros niveis
de complexidade dos organismos, como animais e humanos (NAKAJIMA, MACEDO e
MACEDO, 2014). Alguns estudos recentes que visaram observar os efeitos de compostos
fendlicos de alimentos em processos inflamatérios com modelos in vitro estdo revisados a
seguir.

Kang et al. (2011) isolaram flavonoides de uma variedade de citrus da Coréia e
estudaram a sua influéncia na supressao de respostas inflamatodrias de células Raw 264,7, que
sofreram estimulo inflamatorio por LPS. Os autores verificaram por Western blotting que os
flavonoides isolados inibiram a fosforilacdo e degradacdo de IkB-a, apds a estimulacdo da
inflamacdo por LPS, bloqueando a translocacdo do NF-kB para o nucleo. Foi realizado
também o PCR-RT para andlise de ARNm de IL-6, TNF-a, COX-2 e iNOS. Os pesquisadores
observaram que os flavonoides isolados reduziram a expressao das proteinas analisadas.

Ha et al. (2012) investigaram a influéncia da narirutina, fracdo glicosilada
derivada de cascas de citrus, na inflamacdo induzida por LPS de células RAW 264,7. Os
autores analisaram a fosforilagdo e degradacdo da IkB-a através da analise Western blotting, e
com isso avaliaram se houve translocacdo nuclear de NF-kB. Eles verificaram que houve
inibi¢do da degradagdo da IkB-a e menor translocagdo nuclear de NF-kB. Consequentemente,
ocorreu a inibicdo da transcri¢do de citocinas inflamatérias e a reducio da inflamagdo. Além
disso, os pesquisadores avaliaram o nivel de producdo de 6xido nitrico por meio da reagdao
com o reagente de Griess, as concentragdes de IL-1B e TNF-a nos sobrenadantes celulares
foram medidas por kits ELISA e a concentracdo de PGE ; foi mensurada por imunoensaio
com enzima competitiva. Como resultado, as concentracdes de 6xido nitrico, PGE;, IL-1B e
TNF-a foram significativamente reduzidas através do tratamento com as fracdes de narirutina.

Kao, Huang e Che (2012) avaliaram os efeitos anti-inflamatérios de compostos
funcionais de seis extratos do vegetal Luffa cylindrica em um ensaio in vitro com células de
macréfagos RAW 264,7, que sofreram indugdo de inflamacgao por LPS. Entre os compostos

bioativos analisados encontram-se os polifendis, os carotendides, as clorofilas e os
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flavonoides. Os autores avaliaram as concentracdes das proteinas associadas com a
inflamacdo, tais como iNOS, COX-2 e IkB-a por Western blotting. As concentracdes das
citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a foram analisadas por kits ELISA e as concentragdes de
prostaglandinas foram medidas pelo kit EIA. Eles mensuraram também a concentracdo de
oxido nitrico por reagdes com o reagente de Griess. Ao considerar todos os resultados do
estudo quando os autores compararam os seis extratos da Luffa, eles observaram que a
reducdo na inflamacdo foi mais eficaz nos extratos da casca, especialmente no extrato de
acetato de etilo da casca.

Hirai et al. (2007) avaliaram os efeitos anti-inflamatérios dos fendlicos
naringenina chalcona, naringenina e rutina em um ensaio in vitro com células de macrofagos
RAW 264,7, que sofreram inducao de inflamagdo por LPS. Esses fendlicos sdo encontrados
no tomate, acumulados quase que exclusivamente na casca. Para verificar a agdo anti-
inflamatdria desses fendlicos, os autores investigaram se houve uma inibi¢do da degradagdo
do IkB-o por Western blotting, que conduz a ativacio do NF-kB. Os pesquisadores
observaram que o tratamento com naringenina € com a naringenina calcona suprimiram a
degradacdo de IkB-a, entretanto o tratamento com a rutina ndo manifestou qualquer efeito em
relacdo a esse pardmetro. A concentragdo de 6xido nitrico também foi medida através do
reagente de Griess e as proteinas MCP-1 e TNF-a foram analisadas por kits ELISA. Em
relacdo ao oxido nitrico, MCP-1 e TNF-a, os fendlicos naringenina e naringenina calcona
inibiram significativamente a concentragdo destes mediadores inflamatérios analisados,
enquanto que a rutina ndo mostrou afetar a produ¢do dos mesmos.

Pan, Lin-Shiau e Lin (2000) estudaram os efeitos da curcumina e dos seus
metabolitos: tetrahidrocurcumina, hexahidrocurcumina, e octahidrocurcumina na inibi¢ao da
proteina iNOS e na ativacdo do NF-kB em macréfagos estimulados por LPS. A andlise da
proteina iNOS foi realizada por Western blotting e 0 ARNm da proteina foi mensurado por
Northern blotting. Os autores verificaram que a curcumina teve um maior efeito na inibi¢ao
da proteina iNOS que os seus metabolitos no ensaio de Western blotting e eles confirmaram
isto pela reducdo de ARNm de iNOS por Northern blotting. Para determinarem a influéncia
da curcumina sobre a transloca¢do do NF-kB para o nicleo, os pesquisadores examinaram a
fosforilagdo e degradacdo IkB-a através da avaliacdo da concentracdo desta proteina por
andlise de imunotransferéncia. A curcumina mostrou possuir uma forte capacidade em inibir a
fosforilacdo e degradacdo do IkB-0, com isso uma menor habilidade de translocagdo do NF-

kB para o nucleo.
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3.8 Fendlicos de citricos, sua biotransformacao e atividade biologica

A biotransformacdo € um conjunto de modificacdes quimicas catalisadas por
sistemas bioldgicos, os quais podem ser realizados por enzimas, pela atividade enzimatica, ou
por microrganismos, através do processo de fermentagdio (MARTINS er al., 2011;
BANERIJEE, SINGH e RAHMAN, 2012).

A hidrélise de um fendlico glicosilado em aglicona é um exemplo que pode ser
realizado através da biotransformac¢do enzimdtica. Enzimas como pectinases, celulases,
amilases, hemicelulases e glucanases desempenham papel crucial na desintegracdo da matriz
da parede celular da planta e, por conseguinte, maior liberacio do polifenol (LANDBO e
MEYER, 2001; STALIKAS, 2007; ZHENG, HWANG e CHUNG, 2009). Outra enzima que
estd sendo estudada no processo de biotranformacao de fendlicos € a tanase. A enzima tanino
acil hidrolase, nomeada como tanase (EC: 3.1.1.20) € uma enzima que pode ser sintetizada
por fungos, bactérias e leveduras, na presenca de 4cido tanico (BELMARES et al., 2004;
AGUILAR et al., 2007). Ela é capaz de modificar o perfil fendlico do extrato por liberar
polifendis complexos das paredes celulares que formam a matriz (CHAMORRO et al., 2012).

Outro processo de biotransformacdo € a fermentacdo, que pode ser dividida em
duas categorias: fermentacdo em estado solido (FES) e fermentacdo submersa (FS)/
fermentagdo liquido (FL) (FS/ FL). No FES, os microrganismos crescem em condi¢cdes
controladas de materiais s6lidos na auséncia ou préximo da auséncia de liquidos (KRISHNA,
2005). Este tipo de fermentacdo possibilita que os microrganismos utilizem os substratos por
periodos prolongados, pois eles os degradam lentamente neste processo. Deste modo, esta
técnica promove a liberacdo controlada de produtos. A FES € a técnica mais adequada para
fermentacdo com fungos, pois eles ndo exigem elevado teor de umidade (HUSSAIN et al.,
2016). Este processo degrada a parede celular das plantas, levando a liberagdo de vdrios
compostos antioxidantes (HUR et al., 2014). Esta técnica € responsdvel ainda por aumentar a
biodisponibilidade dos compostos bioativos, facilitando a conversdo destes compostos nos
seus metabdlitos ou biotransformando componentes glicosidicos em agliconas (BAE et al.,
2004; JOO et al., 2009).

Durante a fermentacdo os microrganismos liberam vdrios produtos. Na fase
exponencial, os compostos liberados sdo responsdveis pelo crescimento microbiano e sdo
chamados de metabdlitos secunddrios, entre eles estdo os antibidticos pépticos, pigmentos,
enzimas e fatores de crescimento (BALAKRISHNAN e PANDEY, 1996;
ROBINSON, SINGH e NIGAM, 2001; MACHADO et al., 2004). A tanase é uma enzima que
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pode ser produzida na fermentacdo por fungos filamentosos como Paecilomyces variotii

(CHAMORRO et al., 2012).

Estudos realizados com residuo de laranja (MADEIRA et al., 2014) e suco de
laranja (FERREIRA et al., 2013), biotransformados com o microrganismo Paecilomyces
variotii € a enzima tanase produzida por esse fungo, respectivamente, mostraram um aumento
da capacidade antioxidante apds a reacdo em ensaios in vitro (ABTS, ORAC e DPPH).
Ferreira et al. (2013) observaram a biotransformacao dos polifendis do suco de laranja através
do acréscimo da enzima tanase obtida a partir do microrganismo Paecilomyces variotii nesses
sucos. Os autores verificaram que houve a quebra de ligacdo glicosidica dos compostos, com
reducdo da hesperidina e naringina, e consequentemente aumento da hesperetina e
naringenina, demonstrando que essas formas possuem maior atividade antioxidante in vitro
observada.

E importante considerar que as flavanonas em citricos podem estar na forma
glicosilada ou aglicona. Entre as agliconas, as mais comuns sdo a hesperetina e a naringenina,
entretanto, essas formas apresentam-se naturalmente em baixas concentracdes. As formas
glicosiladas ainda s@o divididas em neohesperidosideos, que contém uma neohesperidose
(ramnosil-a-1,2 glicose) e apresentam sabor amargo, e rutinosideos, que contém uma
flavanona e um residuo de dissacarideo e ndo apresentam sabor (MACHEIX, FLEURIET e
BILLOT, 1990). Naringina, neohesperidina e neoeriocitrina sdao exemplos de
neohesperidosideos; enquanto hesperidina, narirutina e didimina sdo exemplos de rutinosideos
(TRIPOLI et al., 2007).

As laranjas e seus sucos sio boas fontes dos flavonoides glicosilados (hesperidina
e naringina), e contém cerca de 40 mg/100 g do alimento, mas perdas consideraveis ocorrem
com a remogao da casca, antes do consumo ou no processo industrial (GALARRAGA, 2008).
A casca dos citricos apresenta elevado contetido de polifendis, e diversos estudos demonstram
os efeitos positivos dos extratos da casca no tratamento das doengas cronicas nao-
transmissiveis (FUKUCHI et al., 2008; JUNG et al., 2011; LEE et al., 2011; DING et al.,
2012; KIM et al., 2012; KANG et al., 2012; RAASMAIJA et al., 2013). Visto que, esses
flavonoides podem atuar em diferentes etapas da cascata inflamatdria, bloqueando as a¢des ou
sinteses de mediadores inflamatérios (GABOR, 1979).

Os flavonoides hesperidina e naringina sdo resistentes ao suco gastrico e sdo
absorvidos no trato gastrintestinal (AMEER et al., 1996; HOLLMAN e KATAN, 1999). A

andlise dos produtos de excre¢do urindria apds a ingestdo de flavanonas isoladas (naringina e
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hesperidina) de suco de laranja ou “grapefruit” evidenciou a presenca de metabdlitos destes
compostos na urina, comprovando sua absorcdo pelo organismo (AMEER et al., 1996). Foi
verificada ainda uma variagdo considerdvel na taxa de absor¢cdo entre os individuos,
possivelmente devido as diferencas da acdo da microflora gastrintestinal na deglicosilacdo das
flavanonas (ERLUND et al., 2002). Ainda, a melhor absor¢cdo da forma agliconada em
relacdo a glicosilada em flavonoides de citricos ja foi observada em estudo com humanos
utilizando as formas glicosiladas eriocitrina e hesperidina, em compara¢do com as respectivas
agliconas eridictiol, homoeridictiol e hesperetina (MIY AKE et al., 2006).

Madeira et al. (2014) estudaram o efeito do processo de fermentacdo do
microrganismo Paecilomyces variotii na biotransformacdo dos fendlicos presentes em
residuos de citrus. Os autores verificaram que a fermentagdo propiciou a producdo de alguns
compostos fendlicos com alta bioatividade, apontando a biotransformacdo microbiana como
um caminho promissor para aumentar a concentracdo de compostos fendlicos com elevado
potencial bioldgico.

Céliz et al. (2015) estudaram a sintese de hesperetina 7-O-glicosideo de
flavondides extraidos de residuos de Citrus utilizando enzimas livres e imobilizadas. Os
autores avaliaram a produgdo de hesperetina 7-O-glucosideo (HG) através da hidrélise da
hesperidina (HES) e do seu isdbmero neohesperidina (NEO) presentes em residuos de citrus.
As enzimas livres utilizadas no estudo foram a naringinase e a hesperedinase, € a enzima
imobilizada foi a a-ramnosidase. A HES nao foi um substrato vidvel para a producio de HG,
pois o processo foi fortemente limitado pela sua precipitagdo. Entretanto, a NEO foi um
excelente substrato para a obten¢cdo de HG, principalmente devido a sua alta solubilidade em
agua. Em relacdo as enzimas, todas foram capazes de obter HG com uma escala de pureza
préxima a 100%.

Park et al. (2013b) avaliaram os efeitos protetores da administracdo oral do
extrato de Citrus maduros (C. unshiu) biotransformados enzimaticamente pelas enzimas
glucanotransferase e hesperidinase, em ratos com lesdes hepdticas alcodlicas. Para verificar a
acdo anti-inflamatéria desses fendlicos, os autores investigaram se houve uma inibi¢do da
degradacdo do IkB-a por Western blotting, que conduz a ativagdo do NF-kB. Os
pesquisadores analisaram que tanto o extrato enzimdatico como o extrato sem tratamento
reduziram a concentracdo degradacdo de IkB-a. As concentragdes das citocinas IL-1f, IL-6 e
TNF-a nos tecidos hepdticos foram analisadas por kits ELISA. Os autores observaram que o
extrato enzimdtico suprimiu mais eficientemente a producdo de TNF-a, IL-1p e IL-6 que o

extrato sem tratamento.
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A utilizacdo de residuos de citrus pode ser interessante devido a sua
disponibilidade e recursos que permitem a obtencdo de diferentes compostos fendlicos
bioativos (MADEIRA et al., 2014). Portanto a obtencdo de compostos bioativos a partir
desses residuos ricos em compostos fendlicos € uma alternativa que merece atengdo, pois
minimiza o uso de compostos toxicos na extracao, como os solventes organico (MARTINS et
al., 2011; PURI, SHARMA e BARROW, 2012). A biotransformacao de residuos de citrus é
um processo interessante para obter compostos fendlicos, pois necessita de poucos recursos

para ser realizado. Além de fornecer destino mais nobre a esses residuos (MADEIRA, 2014).

3.9 Caracterizacao das amostras biotransformadas

As amostras biotransformadas avaliadas neste trabalho foram desenvolvidas e
caracterizadas em trabalhos anteriores por Madeira et al., (2014). Os autores desenvolveram o
processo de biotransformacao do extrato de citrus da indutria CPKelco (Limeira, SP, Brasil),
otimizando os parametros de fermentacdo deste residuo pelo microrganismo Paecilomyces
variotii € o processo de biotransformacdo enzimdtica pelas enzimas celulase, tanase e
pectinase. Neste mesmo trabalho, os extratos gerados foram caracterizados em relagcdo ao teor
de alguns flavondides de interesse, seguindo a metodologia descrita por Ferreira et al. (2013).
Os extratos foram analisados em HPLC (UltiMate® 3000) equipado com um coluna C18
(Waters®, Massachusetts). Os compostos foram identificados através do tempo de retencdo e
dos espectros de UV-VIS (comprimento de onda de 260 nm). Padrdes de hesperidina,
hesperetina, naringina, naringenina, acido eldgico e galico foram utilizados para as curvas de
calibracido e a quantificacdo foi realizada com um detector de arranjo de diodos. Todas as
analises no HPLC foram realizadas a 30°C e o software Chromeleon 6.8® foi utilizado para o
processamento de dados (FERREIRA et al., 2013).

No processo de biotransformacdo fermentativa, foram detectados os fendlicos
hesperidina e naringina, que reduziram sua concentracdo em 50 e 100% apds 120 h de
incubacdo, respectivamente. Os compostos fendlicos hesperetina, naringenina e 4cido eldgico
também foram detectados apds a biotransformacdo, e as suas concentragdes iniciais estavam
abaixo do limite de detec¢do. Apds 48 h de fermentacdo, ocorreu a produgdo e a concentracao
maxima da hesperetina, naringenina e 4cido eldgico. Apdés 120 h, a concentracdo da
hesperetina reduziu para 20% e, a naringenina e o acido eldgino ndo foram mais detectados.
Os autores relatam que apds 48 horas, houve uma reducao dos fendlicos provavelmente pelo

fato do microrganismo iniciar o consumo dos compostos fendlicos (MADEIRA et al., 2014).
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No processo de biotransformacdo enzimdtica, foram detectados os compostos
fendlicos hesperidina e naringina que tiveram suas concentracdes significativamente
aumentadas. Os compostos fendlicos hesperetina, naringenina e dcido eldgico também foram
detectados. No inicio, as concentragcdes destes trés polifendis estavam abaixo do limite de
deteccdo. Apds 24 h de incubagdo, a heperetina e a naringenina atingiram suas concentra¢des
maximas, reduzindo em 80 e 90% em 30 h de incubacio, respectivamente. O dcido eldgico
atingiu seu valor mdximo em 5 horas de incubacdo, diminuindo 90% durante as préximas 20
horas de incubag¢do. Todos os fendlicos mencionados acima tiveram a sua concentragao
reduzida depois de 25 horas de incubacdo (MADEIRA, 2014).

A reducgdo da concentragdo destes polifendis pode ser explicada pela degradacao
do produto final e/ou pela inativacdo das enzimas. A degradacdo pode ser resultado da
oxidagdo dos fendlicos por exposicdo ao ar atmosférico (HAMZA, KHOUFI e SAYADI,
2012). A inibicdo enzimdtica pode ocorrer na celulase pela presenca da celobiose, glicose e
fendlicos e, na tanase por ions metélicos e fendlicos (LI, SMITH e HOSSAIN, 2006).

De acordo com os resultados encontrados por Madeira (2014), em 48 horas de
biotransforma¢do fermentativa s@o encontrados os valores mdximos de hesperetina,
naringenina e dcido eldgico. Entdo, o processo fermentativo deve durar esse tempo para que o
extrato possua a concentracdo limite destes fendlicos. O autor afirma também que na
biotransformacao enzimatica, 24 horas € o tempo em que se encontram os valores maximos de
hesperetina e naringenina. No processo enzimdtico o dcido eldgico tem sua concentracdo
mdxima em 5 horas de incubagdo, portanto no tempo em que os valores de hesperetina e
naringenina sdo méximos, o dcido eldgico encontra-se com sua concentracdo reduzida em
90%. Mesmo com a concentracdo de &4cido eldgico reduzida, define-se que o processo
enzimatico deve durar 24 horas. Madeira (2014) afirma que as concentra¢des de hesperetina,
naringenina e dcido eldgico na biotransformacdo fermentativa foram 10, 21 e 190 vezes mais
elevados do que na biotransformagcdo enzimdtica, respectivamente. Além do extrato

enzimatico possuir a concentragdo de 4dcido eldgico reduzida em 90%.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Compostos Bioativos

(DEPAN-FEA-UNICAMP).

4.1 Material

O bagaco de laranja, subproduto resultante do processamento de sucos
concentrados, foi doado pela inddstria CPKelco (Limeira, SP, Brasil). Para o processo de
fermentagdo, foi utilizada a linhagem fungica Paecilomyces variotii, isolada no Laboratorio
de Bioquimica de Alimentos (DCA-FEA-UNICAMP) e depositada na Colecdo Brasileira de
Microrganismos Ambientais e Industriais (CBMALI, nimero de identificacao 1157).

O reagente Folin-ciocalteau foi adquirido da marca Dinamica® Os reagentes:
acido gélico, Trolox, DPPH, LPS e Fluoresceina utilizados sao da Sigma—Aldrich®. Os kits de
ELISA sdo da R&D Systems® e BD Bioscience® (EUA). Os demais reagentes sdo de grau

analitico.

4.2 Métodos

A Figura 7 apresenta o fluxograma com a sequéncia de etapas experimentais

realizadas no trabalho.
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Figura 7 — Fluxograma geral das atividades realizadas na biotransformagao e avaliacio da
bioatividade dos extratos fendlicos de residuos de citrus.
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4.2.1 Composicao centesimal do residuo de citrus

A umidade foi mensurada através da diferenca na massa da amostra apds secagem
em estufa a 105°C, seguida de resfriamento em dessecador a temperatura ambiente (AOAC,
1997).

Os teores de cinzas foram determinados através da incineracdo em mufla da
amostra a 550°C ap6s 24 horas (AOAC, 1997).

A quantidade de proteinas foi determinada pelo método de Kjeldahl, conforme
procedimento da AOAC (1997). Para quantificar o teor de proteinas, foi realizada a digestao
da amostra em &cido sulfurico e uma mistura catalisadora de sulfato de cobre e sulfato de
potassio, seguida de destilacdo da amostra em meio basico por adicdo de hidroxido de sédio
40%, para a liberacdo da amoOnia que € recolhida em soluc@o de acido bdrico. O borato de
amonio foi quantificado por titulacio com acido cloridrico (0,02 N). Por fim, utilizou-se o

fator de conversao de nitrogénio a proteina de 6,25 (UDENIGWE et al., 2009).
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A determinacdo do conteido de lipideos foi feita pelo método de Bligh e Dyer
(1959). Para quantificar o teor de lipideos, a amostra foi agitada com uma solucdo de
cloroférmio, metanol e dgua destilada por 30 minutos. Depois foi agitada com uma solucdo de
cloroférmio e sulfato de sédio por 2 minutos e deixada em repouso para separar as camadas
naturalmente por 24 horas. A seguir ocorreu a suc¢do da camada metandlica superior, a qual
foi descartada, filtracdo da camada inferior e evaporacao do solvente em estufa a 100°C.
Pesou-se o que restou desses procedimentos.

A quantidade de carboidratos foi determinada por diferenca. Todos os

procedimentos foram realizados em triplicata.

4.2.2 Processos de Biotransformacao dos fendlicos de residuos de citricos

4.2.2.1 Preparo do residuo de citrus antes da biotransformacao fermentativa

O residuo de Citrus foi triturado em um liquidificador (Black & Decker®) e

depois peneirado (Mesh 10, tamanho de particula 1,86 mm).

4.2.2.2 Microrganismo

A fermentacdo foi realizada pelo microrganismo Paecilomyces variotii. O P.
variotii foi preservado em meio dgar batata (PDA) com vaselina sob temperatura de 4°C. Para
a esporulagdo, a linhagem foi inoculada em placas de Petri com PDA com 2% de 4cido tanico
e incubada a 30 °C durante 3 dias. Os esporos foram suspensos em dgua destilada a uma

concentragio de 9 x 10° esporos/mL (MADEIRA, MACEDO e MACEDO, 2011).

4.2.2.3 Biotransformacao (Processo fermentativo)

O processo fermentativo foi realizado de acordo com Madeira, Macedo e Macedo
(2012). Em um Erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 10g do residuo de Citrus e 10 mL de
solucdo aquosa. Em seguida, o meio foi esterilizado em autoclave vertical (Phoenix®- AV)
durante 15 minutos a 121°C e 1 atm de pressdo. Apds resfriamento do meio, foi inoculado 1
mL da suspensdo de esporos em cada Erlenmeyer e eles foram incubados a 30 °C, com 90 %
de umidade relativa do ar (Camera Climatica 420 CLD — Nova Etica®, SP, Brazil) durante 48

horas. A extragdo foi realizada com etanol 50% em shaker durante 15 minutos, depois a
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solucdo foi filtrada em funil com papel filtro, rotaevaporada (Tecnal®- TE-211), congelada no
freezer a -80°C e liofilizada (Liotop® -L101). Esse extrato foi denominado extrato
fermentado. A amostra controle desse extrato € composta pelo extrato autoclavado, que
passou apenas pelo processo de esterilizacio em autoclave, extragcdo com etanol 50%,

filtracdo em funil com papel filtro, congelamento no freezer a -80°C e liofilizagao.

4.2.2.4 Preparo do residuo de citrus antes da biotransformacao enzimatica

O residuo de Citrus foi triturado em um liquidificador (Black & Decker®) e

depois peneirado (Mesh 20, tamanho de particula 0,80 mm).

4.2.2.5 Biotransformacao (Processo enzimatico)

Em um Erlenmeyer de 125 mL foi adicionado 2 g do residuo triturado e
peneirado, 25 mL de solucdo tampdo acetato a 0,02 mol.L!' em pH 5,5, com as enzimas
Tanase e Celulase (5 U/ml). Em seguida, a amostra foi incubada em banho de agitacdo (Nova
Etica®- Dubnoff) a 130 rpm a 40°C durante 24 horas. Apés esse tempo a solucio foi filtrada
em funil com papel filtro, congelada no freezer a -80°C e liofilizada (Liotop® -L101)

(MADEIRA, 2014). Esse extrato foi denominado extrato enzimatico.

4.2.2.6 Extrato in natura

O residuo de citrus que ndao passou por nenhum tipo de tratamento de
biotransformacao foi denominado extrato in natura. Para producio desse extrato, o bagaco foi
triturado e peneirado da mesma forma descrita para o preparo do extrato fermentativo, depois
foi realizada a extracdo dos fendlicos com etanol 50% em shaker durante 15 minutos, filtracdo
em papel filtro, rotaevaporagio (Tecnal® TE-211), congelamento no freezer a -80°C e

liofilizagdo (Liotop® -L101).
4.2.2.7 Atividade Enzimatica
Com o propdsito de padronizar a atividade enzimatica da tanase e da celulase

empregada no processo de biotransformacdo enziméatica em 5U/mL, os métodos discutidos a

seguir foram utilizados. A atividade enzimatica da tanase foi medida de acordo com o método
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de Sharma, Bhat e Dawara (2000) com modificac¢des. Solu¢des com acido tanico (200 pg/mL
em tampdo acetato 0,02 mol.L™! pH 5,0), de extrato semipurificado de tanase (1000 pg/mL em
tampao acetato 0,02 mol.L! pH 5.,0) e tampao acetato 0,02 mol.L! pH 5,0, foram incubadas a
40 °C por 5 minutos em banho termostatizado.

O teste foi preparado com as solucdes incubadas a 40°C, e o meio reacional foi
composto por: 250 pL de solucdo de dacido tanico e 250 pL da solugdo do extrato
semipurificado de tanase. O branco foi preparado com 250 pL de solugdo de acido tanico e
250 pL de solugdo tampdo acetato 0,02 mol.L! pH 5,0. O controle foi preparado com 250 pL
da solucdo do extrato semipurificado de tanase e 250 puL de solugdo tampao acetato 0,02
mol.L'! pH 5,0. O teste, o branco e o controle foram incubados em banho a 40°C por 5
minutos e, entdo receberam, respectivamente, com intervalo de 5 minutos entre cada reagente,
300 uL de solugdo de rodanina 0,665% em etanol (5-(4-dimetilaminobenzilideno)-rodanina
99%, Acros Organics®), 200 pL de uma solugio de hidréxido de potassio 0,5 mol.L ! e 4 mL
de 4gua destilada.

Ap6s 10 minutos, foram realizadas as leituras de absorbancias em 520 nm em
espectofotdmetro (Beckman Coulter® DU 640), sendo o valor da absorbancia calculado
através da equacao: ABSs20= (Ateste) - (Acontrole + Abranco). A atividade enzimdtica foi avaliada
por meio de uma curva de calibragdio com d4cido gilico (Sigma®-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) em tampao acetato 0,02 mol.L"! pH 5,0. Uma unidade da atividade enzimética (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessdria para produzir 1 pmol de acido galico por
minuto sob as condicdes descritas.

A celulase é uma enzima comercial (Celluclast®) e o valor correspondente a sua
atividade enzimatica (700 U/g) foi fornecido pela empresa. Visto isso, a quantidade de enzima
necessdria foi calculada para atingir a atividade enzimdtica determinada pela metodologia de

Madeira (2014) para a biotranformacao enzimaética.
4.2.3 Caracterizacao dos Extratos Obtidos
4.3.3.1 Determinacio de fenélicos totais por Folin-Ciocalteau
A determinacdo de fendlicos totais foi feita pelo método Folin-Ciocalteau (WU et
al., 2004). O meio de reagdo consistiu em 50 uL. de amostras, 800 puL de dgua destilada e 50

uL do reagente Folin-Ciocalteau (Dinamica®). O controle da amostra foi composto por 50 pL

de agua, 800 pL de dgua destilada e 50 pL do reagente Folin-Ciocalteau. A solucdo padrao foi
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composta por 50 uL. de 4cido galico, 800 puL de dgua destilada e 50 uL. do reagente Folin-
Ciocalteau. As solu¢des foram entdo agitadas em vortex (Fisatom®- 774) e mantidas em
repouso no escuro por 3 minutos. Depois, foram adicionados 100 uL da solugao de carbonato
de sédio (NA2COs3) em cada microtubo e, essas solugdes foram homogeneizadas e incubadas
por 2 horas no escuro. Em seguida, foram adicionadas 200 pL das solu¢des em cada pogo de
placas transparentes de 96 pocos (TAP®).

As concentracdes das amostras foram 1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25g/mL. As
concentracdes da substincia de referéncia (dcido gdlico) para a elaboracdo da curva padrdo
foram de 300 ug/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 16 pg/mL.
A absorbancia das amostras e amostra-padrdo foram medidas em uma leitura tnica em leitor
de microplaca (KHB®- ST-360) em comprimento de onda de 725 nm. Os resultados foram
expressos como pg de dcido gélico equivalentes por mg de extrato (ug de AGE/mg). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.4 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro dos Extratos Obtidos

4.2.4.1 Ensaio de DPPH

A andlise de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi realizada conforme
metodologia descrita por Peschel er al. (2006) adaptado por Macedo et al. (2011). As
amostras foram dissolvidas em metanol 70 % e, as concentragdes utilizadas de amostra foram
de 1 mg/mL, 0,5g/mL e 0,25 mg/mL. O padrio da substancia referéncia Trolox® (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico, AcrosOrganics®) foi preparado em metanol 70 %
e, as concentragdes utilizadas foram de 375 pmol/mL, 300 pmol/mL, 150 umol/mL, 90
pmol/mL, 75 pmol/mL, 30 pmol/mL e 15 pmol/mL.

O meio de reacdo consistiu em 50 uLL de amostra e 150 uL da solucdo de DPPH
(0,2 mmol.L' em etanol) (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha). Foi preparado também um
controle de absorbancia da amostra com 50 uL de amostra e 150 uLL de metanol 70%, um
controle do metanol composto por 200 uL. de metanol 70% e um controle do DPPH com
50 uL. de metanol 70% e 150 uL de solu¢do de DPPH. A solu¢do padrdo foi constituida por
50 uL de Trolox® e 150 uL de DPPH. Todas as solugdes foram pipetadas diretamente nas
placas transparentes de 96 pocos (TAP®).

A absorbancia das amostras e amostra-padrao foram medidas durante 36 minutos

em Fluorimetro FluostarOptimo® (BMG LABTECH, Alemanha) com comprimento de onda
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de 520 nm. A atividade antioxidante foi calculada a partir da equagdo obtida por regressdao
linear das determinacdes de DPPH do padrdo Trolox® e os resultados expressos como pg de
Trolox® equivalentes por mg de extrato (umol Trolox/mg). Os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.2.4.2 Capacidade de absorc¢ao do radical oxigénio - ORAC

O método ORAC foi realizado conforme metodologia descrita por Davalos,
Gomez-Cordovés e Bartolomé (2004). As amostras foram diluidas em tampao fosfato (75
mmol.L! pH 7,4) e as concentracdes de amostra utilizadas foram: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,01 mg/mL. O padrio da substincia referéncia
Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico, AcrossOrganics, Belgica) foi
preparado em tamp@o fosfato (75 mmol.L! pH 7,4) e as concentra¢des da curva padrio foram
de 1,5- 900 umol.L"!. O meio de reagdo consistiu em 20puL de amostra, 120 uL de
Fluorescefna (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) e 60 uL de APPH (Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Alemanha). Foi preparado também um controle de absorbancia da amostra com
20 uL de tampao fostato, 120 uL. de Fluoresceina e 60 uL. de APPH, um controle do tampao
fosfato composto por 200 puL de tampdo fosfato (75 mmol.L"! pH 7,4) e um controle da
Fluoresceina constituido por 200 pL de Fluoresceina. A solugdo padrdo foi constituida por
20 uL de Trolox®, 120 pL de Floresceina e 60 uL de APPH. Todas as solugdes foram
pipetadas diretamente nas placas de cor preta de 96 pocos (TAP®). A fluorescéncia foi
monitorada a cada 1 minuto durante 1 hora e 30 minutos, em Fluorimetro FluostarOptimo®
(BMG LABTECH, Alemanha) a 37°C, com filtro de excitacdo de 485 nm e de emissdo de
520 nm.

A atividade antioxidante foi calculada pela diferenca entre a drea sob a curva de
decaimento da fluoresceina de cada amostra pela drea do branco (net AUC). Os resultados
foram expressos como pg de Trolox equivalentes por mg de extrato (ug de Trolox/mg). Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.5 Avaliacao do potencial anti-inflamatorio dos extratos obtidos em ensaios celulares

4.2.5.1 Cultura celular

A linhagem celular utilizada foi a de macréfagos de murinos RAW 264.7,
gentilmente cedida pela professora Dra. Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro, do Instituto
de Biologia da UNICAMP e estabelecida no laboratério de Compostos Bioativos da FEA-
UNICAMP. A linhagem foi cultivada em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 mL.L™! de penicilina/estreptomicina

(Gibco® BRL, NY, USA), a 37°C, em atmosfera contendo 5% de COs.

4.2.5.2 Avaliacao da acao citotoxica dos extratos

O ensaio de viabilidade celular ou MTT consiste em um teste de redugdo do sal de
tetrazdlio (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]) descrito por Mosmann
(1983) com adaptagdes.

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na densidade de
1 x 10° células/mL e incubadas por 24 horas (37°C, 5% CO.). Depois desse periodo, foram
expostas as seguintes concentracoes dos extratos: 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL e 0,125 mg/mL e incubadas novamente por 24 horas. Apds incubacdo, foram
adicionados nos pogos 10 uL de MTT (5mg/ml) e foram incubadas por 4 horas. Em seguida,
receberam 10 uLL de DMSO (dimetilsulféxido).

A absorbancia das amostras foi lida a 540 nm, usando leitor de microplacas
(KHB®- ST-360). Controles positivos foram feitos com células sem tratamento, apenas com o
meio de cultura celular (100% de viabilidade celular). Os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.2.5.3 Ensaio de acio anti-inflamatdéria em Macro6fagos

Esse ensaio foi adaptado de Kao, Huang e Chen (2012) do método descrito por
Cho et al. (2008). A linhagem de macréfagos foi plaqueada na densidade de 1 x 10°
células/poco na placa de 24 pogos e incubadas por 24 h para adesdo celular. Depois disso, o
meio foi trocado por meio de cultura fresco, contendo os extratos em duas concentragdes

diferentes: 1mg/mL e 0,2 mg/mL, separadamente. Imediatamente depois, 1 ug/mL de LPS foi
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adicionado no meio de cultura, e as placas foram incubadas por 24 h para estimular a
producdo de citocinas. As andlises das concentracdes do TNF-a, IL-6 e IL-10 nos
sobrenadantes da cultura foram feitas por kis de ELISA, segundo orientac@o dos fabricantes.
Para quantificar a concentracdo de TNF-a, os sobrenadantes sem e com o estimulo
inflamatério (LPS) foram diluidos em meio nas propor¢des de 1:4 e 1:50, respectivamente.
Para quantificar a concentragdo de IL-6, os sobrenadantes sem estimulo inflamatério nao
foram diluidos e, os sobrenadantes com estimulo inflamatério com a concentragao de 0,2
mg/mL de amostra foram diluidos em meio na propor¢dao de 1:20. Os sobrenadantes com
estimulo inflamatério com as amostras na concentracdo de 1 mg/mL ndo foram diluidos. Para
quantificar o conteido de oxido nitrico e IL-10 as amostras ndo foram diluidas. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.5.4 Oxido nitrico

A determinacdo de 6xido nitrico foi realizada de acordo com Green et al. (1982).
A concentra¢do de nitrito foi medida como um indicador da produ¢cdo de NO utilizando o
reagente de Griess (sulfanilamida a 1%, acido fosférico a 5% e de N -(1-naftil) etilenodiamina
a 0,1%). Inicialmente, foram pipetados em uma microplaca de 96 pogos, 50 pL de
sobrenadante celular das culturas com e sem estimulo inflamatério, depois foi adicionado 50
pL do reagente de Griess.

A absorbancia foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas e a concentracdo
de nitrito nas amostras foi determinada por compara¢gdo com uma curva padrao de nitrito de

sodio (5 a 320 uM). O controle celular foi composto pelo meio de cultura celular.
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5. ESTATISTICA

Para realizar a andlise estatistica entre as diferentes amostras na mesma
concentracdo foi utilizada a andlise da variancia (ANOV A) seguida do teste de Tukey. O teste
de Dunnet foi empregado para comparar as amostras na mesma concentragdo com o controle
composto apenas com o meio celular. O teste t também foi utilizado para comparar as médias
entre as duas concentragdes testadas da mesma amostra. Os resultados foram expressos como
médias e desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Os cdlculos

estatisticos foram realizados pelo software GraphPed Prism 5.0°.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Composicao centesimal do bagaco de citrus

Os resultados obtidos na caraterizagdo da composicdo centesimal do bagago de

citrus estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao centesimal do Bagaco de citrus expressa em porcentagem (%) em

base seca.
Bagaco de citrus Meédia (%)
Proteinas (%) 6,00+0,27
Lipidios (%) 2,18+0,13
Cinzas (%) 2,66+0,02
Umidade (%) 11,85+0,18
Carboidratos (% )* 77,29

Valores expressos como média + desvio padrao. *Valores obtidos para carboidratos por diferenga (% Carboid. =
100- (proteinas + umidade + lipideos + cinzas).

A composicdo centesimal do bagaco de citrus indica que ele € formado em sua
maior parte por carboidratos, 77,29 %. A média do teor de proteinas encontrada foi de 6%, a
de lipidios foi de 2,18%, a média do teor de cinzas encontrada foi de 2,66 % e a umidade foi
de 11,85%. E importante salientar que este lote possui essas caracteristicas, entretanto elas

variam com a safra.

6.2 Compostos fendlicos totais (FT)

Os compostos fendlicos, por possuirem capacidade de inibi¢do de radicais e
funcdo antioxidante, sdo componentes reconhecidos por atuarem na prevengdo de doencgas
cardiovasculares e cancerigenas (SHUKLA et al., 2009; RAO et al., 2014). Subprodutos de
citrus podem ser boas fontes de fendlicos e as cascas possuem grandes quantidades destes
compostos (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

O ensaio de compostos fendlicos totais utilizando o reagente Folin-Ciocalteu € um
dos métodos mais empregados para quantificar o teor de fendlicos de um extrato de planta.
Ap6s a reacdo com agentes redutores, um complexo de cor azul € formado, que pode entdo ser
analisado através de espectrofotometria. O reagente € muito reativo com grupamentos OH, os

quais estao presentes em compostos fenélicos IKAWA et al., 2003).
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O contetido de fendlicos totais estdo expressos em pg de dcido gdlico/mg de

amostra e apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Contetido de compostos fenolicos totais (ug AGE /mg de amostra).

Amostra Fendlicos Totais

(ng AGE/mg de amostra)
Autoclavado 16,11£1,09°
Fermentado 21,65+3,02°
In natura 19,49+2,72*
Enzimatico 13,3942,72°

Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias entre as diferentes amostras.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Observa-se que o extrato fermentado teve maior concentragdo de compostos
fendlicos totais e foi estatisticamente diferente do seu controle, o extrato autoclavado.
Entretanto, o extrato fermentado ndo exibiu diferenca estatistica do extrato in natura. O
extrato enzimdtico apresentou uma menor concentracdo de compostos fendlicos totais que o
extrato in natura. Em relacdo aos dois tratamentos, é importante ressaltar que o extrato
fermentado teve maior concentragdo de compostos fendlicos que o extrato enzimadtico,
apresentando uma diferenca estatistica entre os dois.

Xu et al. (2014) avaliaram a biotransformacdo enzimdtica feita pelas enzimas
celulase, pectinase e B glicosidase em extratos de cascas e sementes de uva Muscadine (Vitis
rotundifolia Michx). Eles verificaram que o extrato enzimdtico da casca de uva teve menor
concentracdo de fendlicos totais em compara¢ao com o extrato feito apenas com um solvente
(etanol 50%). Observa-se que no presente estudo o resultado encontrado foi 0 mesmo, visto
que na concentragdo de 1mg/mL a quantidade de fendlicos totais do extrato enzimatico foi
menor que a encontrada no extrato in natura, o qual foi feito também apenas com um solvente
(etanol 50 %). Os autores explicam que pelo fato do solvente de extragdo dos fendlicos da
uva Muscadine ser tampao, pode ter acarretado uma extracdo com quantidade significativa de
fendlicos soliveis em dgua e, ndo ter extraido os fendlicos insoliveis em &4gua. Essa
explicacdo € vidvel para este estudo, pois como o extrato enziméatico desta pesquisa também
foi feito somente com tampdo, ele pode conter apenas fendlicos soliveis em dgua e ser

carente de fendlicos soldveis em outros solventes. Assim, o extrato enzimatico possui menor
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concentracdo de fendlicos totais que as outras amostras, pois 0s outros extratos foram
extraidos com etanol 50%. O etanol por possuir caracteristicas polares e apolares, pode extrair
tanto fendlicos soliveis em dgua como fendlicos insoliveis em dgua. Por isso, justifica-se a
maior concentracio de fendlicos totais nas amostras extraidas com o etanol 50%.

Li, Smith e Hossain (2006) testaram a extracdo enzimética de compostos fendlicos
presentes na casca de frutas citricas por trés enzimas: Cellulase® MX, Cellulase® CL e
Kleerase® AFP. Eles verificaram que a enzima Kleerase® AFP aumentou em 24% a extragio
do teor de compostos fendlicos presentes na casca de laranja, entretanto as outras duas
enzimas testadas ndo demonstraram efeito significativo no estudo. Os autores explicam que as
enzimas hidrolisam a parede celular das frutas, por isso que essa extragdo dos compostos
fendlicos poderia ser mais eficiente. Entretanto, quando as células sdo rompidas ocorre a
liberacdo de proteinas, que podem formar complexos com compostos fendlicos, podendo
reduzir o conteddo de fendlicos livres. Os pesquisadores explicam também que o uso da
enzima Kleerase® AFP foi mais eficiente porque ela tem a capacidade de hidrolisar proteinas,
podendo reduzir a complexacdo de compostos fendlicos com proteinas. O mesmo pode ter
ocorrido no presente estudo, pois na extracdo enzimdtica a enzima celulase pode ter
hidrolisado a parede celular do bagaco de citrus, liberando proteinas, que se complexaram
com os compostos fendlicos, acarretando a redu¢do da concentragdo de fendlicos livres.

Madeira et al. (2014) relatam que o aumento da concentragdo de compostos
fendlicos na biotransformacdo fermentativa pode estar relacionado com o acréscimo da
concentracdo de 4cido eldgico a partir da degradacdo de taninos simples. Shi et al. (2005)
encontraram em seu trabalho que os fungos Aspergillus niger e Candida utilis acumularam
acido elagico através da biodegradacao de taninos valonia. Apesar das vias de degradacdo de
taninos serem pouco conhecidas, o mesmo pode ter ocorrido no presente estudo, visto que
existiu uma maior acumulacdo de acido eldgico na biotransformacgdo fermentativa do que na
biotransformacao enzimatica, segundo andlises de caracterizagdo das amostras realizadas por

Madeira (2014).

E importante observar que, apesar dos compostos fendlicos dos extratos
biotransformados ndo terem apresentado um grande aumento nas suas concentragdes, o perfil
destes polifen6is mudaram segundo a caracterizacdo dos extratos realizada por Madeira
(2014). Visto que, apods a biotranformacgdo enzimatica e fermentativa os fendlicos glicosilados
tornaram-se agliconados, considera-se que essa mudanca modificou as caracteristicas destes

fendlicos. Este fato pode levar a acdes diferentes dos mesmos no processo inflamatdrio.
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Espécies de Citrus de vérias origens vem sendo estudadas devido a sua gama de
compostos fendlicos e a sua capacidade antioxidante (GORINSTEIN et al., 2001;
ABEYSINGHE et al., 2007; RAPISARDA et al., 2008; GHASEMI, GHASEMI e
EBRAHIMZADEH, 2009). Entretanto, a composi¢do quimica dos frutos varia com o clima,
tipo de solo, cultivar, maturacdo dos frutos, e ainda entre as partes do mesmo fruto,
influenciando na concentracdo e na estrutura dos fendlicos (BARROS, FERREIRA e
GENOVESE, 2012). Além disso, o conteido de compostos fendlicos varia de acordo com o
tipo de solvente utilizado na extragdo e com a temperatura durante o processo (LI, SMITH e

HOSSALIN, 2006).

6.3 Capacidade antioxidante - DPPH

O método consiste na reducdo da forma estdvel do radical livre 1,10-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) na presenca de antioxidantes, os quais doam um dtomo de hidrogénio,
originando a forma reduzida de DPPH chamada de hidrazina, ocasionando a mudanca de cor
do meio reacional de violeta para amarelo, cuja absorbancia € mensurada
espectrofotometricamente (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013; TAN e LIM, 2015).

As atividades antioxidantes determinadas pelo método DPPH estdo expressas em

pumol de Trolox/mg de amostra e apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade antioxidante pelo método DPPH (umol Trolox Equiv. /mg de amostra).
Amostra DPPH*

(pmol Trolox /mg de amostra)

Autoclavado 123,64+25,80*
Fermentado 129,86+14,97*
In natura 91,68+7,35°
Enzimatico 97,88+30,17°

*DPPH (1,10-difenil-2-picrilhidrazil).
Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias entre as diferentes amostras.
Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Observa-se que o extrato fermentado nao teve diferencga significativa em relacio a
capacidade antioxidante contra o radical DPPH que o seu controle, o extrato autoclavado. O
extrato fermentado apresentou maior capacidade antioxidante que o extrato in natura,
demonstrando diferengca significativa. O extrato enzimdtico ndo apresentou diferenca
estatistica do extrato in natura. Em relagdo aos dois tratamentos, o extrato fermentado obteve
maior capacidade antioxidante que o extrato enzimadtico, exibindo diferenca significativa, pelo
método DPPH.

O extrato fermentado e autoclavado passaram por tratamentos térmicos (etapa de
autoclavagem do bagaco), e estudos vém demonstrando que técnicas de processamento
térmico, como vapor, autoclavagem, secagem em tambor e aquecimento por micro-ondas,
melhoram a extragdo de compostos fendlicos nas plantas (BRYNGELSSON, DIMBERG e
KAMAL-ELDIN, 2002; ZHANG et al., 2010). Autores relatam que a autoclavagem de farelo
de arroz aumentou a atividade antioxidante pelo método DPPH, provavelmente porque o
tratamento ocasionou a formagdo de compostos como os produtos da reagdo de Maillard com
uma forte atividade antioxidante (DONA, 2011). Este fato pode explicar o elevado potencial
antioxidante pelo método DPPH, tanto do extrato fermentado como do autoclavado, pois
ambos passaram por este processo. O fato do extrato autoclavado ter apresentado menor
concentracdo de compostos fendlicos e mesmo assim, exibir elevada atividade antioxidante
pode ser justificado pela formacao de produtos da reacdo de Maillard com uma forte atividade
antioxidante, como relatado no estudo citado acima.

Casquete et al. (2015) investigaram a atividade antioxidante pelo método DPPH
na extracdo de fendlicos em alta pressdo de citrus sinensis. Em relacdo as amostras que
sofreram tratamentos em alta pressdo, a maior capacidade antioxidante foi atingida com 300
MPa / 3 min, que foi de 114,21 mg Trolox/g de amostra. O resultado encontrado pelos autores
mostrou que este tipo de extragdo teve uma atividade antioxidante pelo método de DPPH
parecida com o extrato in natura do presente estudo que foi de 97,88 pmol Trolox/mg de
amostra, extrato feito com etanol 50%. Este fato indica que apenas com o solvente etanol 50%
pode-se ter uma extracdo de compostos com uma boa atividade antioxidante. Observa-se
também que o tratamento fermentado do presente estudo demonstrou ser um processo vidvel,
pois teve uma maior atividade antioxidante pelo método DPPH que a extracdo em alta pressdao

e que a extracdo feita com etanol 50%.

Goulas e Manganaris (2012) analisaram o potencial antioxidante de citrus

cultivados em Chipre, uma ilha situada no norte da Turquia. Eles verificaram que os extratos
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de polpa e casca derivados de um hibrido denominado “Mandora” e a variedade de laranja
“Valéncia” apresentaram a maior capacidade antioxidante comparados com 0s outros extratos.
Os autores referiram que a maior atividade antioxidante foi atribuida principalmente a
presenca do flavondide hesperidina, pois segundo Wilmsen, Spada e Salvador (2005) este
composto reduziu significativamente o nivel do DPPH, com um valor parecido com o
encontrado pelo Trolox. Com base na caracterizacdo das amostras realizada no trabalho de
Madeira (2014), observa-se que o flavonoide hesperidina foi detectado. Podemos supor que a
presenca deste composto foi responsavel por parte da atividade antioxidante das amostras,
principalmente as que ndo passaram pelos processos de biotransformacdo, este que realiza a
conversdo de hesperidina em hesperetina.

A estrutura dos flavonoides € totalmente relacionada com a sua capacidade
antioxidante. Normalmente, compostos glicosilados possuem menor capacidade antioxidante
que as suas formas agliconas (KIM e LEE, 2004). Observa-se no presente estudo que os dois
processos de biotransformagdo enzimdtica e fermentativa apresentaram um aumento na
concentracdo de compostos fendlicos agliconas, como a hesperetina e naringenina, apos as
reacOes. Entretanto, em relacdo a capacidade antioxidante apenas o tratamento fermentativo
demonstrou ser mais eficiente, pelo método DPPH, do que o tratamento enzimdtico. Além
disso, observamos que diante desses resultados, a biotranformac¢do fermentativa parece ndo
apresentar grandes vantagens em relacdo ao seu extrato controle, o autoclavado,
demonstrando que apenas o tratamento térmico foi eficaz em aumentar a atividade

antioxidante dos extratos por DPPH.

6.4 Capacidade de absorc¢ao do radical oxigénio - ORAC

O ensaio ORAC mede a capacidade de um antioxidante em sequestrar radicais
livres através da doag¢do do atomo de hidrogénio (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005). O
resultado € calculado a partir do equivalente Trolox e expresso como valor ORAC. Quanto
maior for o valor ORAC, maior € a atividade antioxidante da amostra (ALAM, BRISTI e
RAFIQUZZAMAN, 2013).

Uma vantagem do método ORAC € que os radicais utilizados no ensaio como o
peroxila ou hidroxila sdo os radicais mais prevalentes na biologia humana, o que indica que o
ensaio demonstra aproximag¢do com os padrdes bioldgicos. Outra vantagem € que o ensaio €
adaptdvel para uma variedade de matrizes de amostras, como plasma, tecido e alimentos

(PRIOR, 2015).
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As atividades antioxidantes das amostras determinadas pelo método ORAC estdao

expressas em pumol de Trolox/mg de amostra e apresentam-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Atividade antioxidante pelo método ORAC (umol Trolox Equiv. /mg de amostra).

Equivalente de Faixa de Coef. Coef. R?
Trolox concentracio angular linear
(pmol/mg de (mg/mL)
amostra)
Autoclavado 509,72+50,97*° 0,2-1,0 24,89 3,33 0,98
Fermentado 471,94 £ 134,84* 0,1-1,0 22,70 4,61 0,98
In natura 746,20+155,09° 0,1-0,2 26,56 6,56 0,98
Enzimatico 284,40+58,25* 0,2-1,0 17,74 2,39 0,99

Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias entre as diferentes amostras.
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

O extrato fermentado teve um menor potencial antioxidante pelo método ORAC
em relacdo ao seu controle, o autoclavado, entretanto, ndo existiu diferenca significativa. O
extrato fermentado mostrou uma menor concentracio em relagdo ao extrato in natura. O
extrato enzimdatico também teve menor potencial antioxidante pelo método ORAC que o
extrato in natura e, exibiu diferenca significativa. Em relacdo aos dois tratamentos, o extrato
fermentado demonstrou maior capacidade antioxidante que o extrato enzimatico, entretanto,
ndo se pode concluir que o extrato fermentado foi mais eficaz porque ndo existiu diferenca
significativa entre os dois extratos neste ensaio.

Kim, Shin e Jang (2009) investigaram a influéncia da biotransformacao
microbiana e enzimdtica em extratos de Dangyuja (Citrus Grandis Osbeck) na capacidade
antioxidante e antidiabética dos extratos. O extrato enzimdtico foi transformado com
naringinase e hespereridinase e o extrato microbiano foi transformado com Aspergillus saitoi.
Eles relataram que, tanto o tratamento microbiano como o enzimdtico, aumentaram a
capacidade de eliminar radicais peroxilo e hidroxilo dos extratos. Segundo os autores, este

fato estd relacionado com o surgimento de mais formas agliconas pelas duas
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biotransformacdes. Entretanto, no presente estudo, as amostras que sofreram
biotransformacao enzimatica e fermentativa foram as que tiveram seu menor valor ORAC.

Kim et al. (2016) investigaram a capacidade antioxidante de um suco composto
por uma mistura de espécie de citrus. Eles relataram que o valor ORAC da mistura foi de
468,42 pmol/g, valor proximo ao do extrato fermentado no presente estudo. Os autores
referem que a propriedade antioxidante da mistura € originada pela sua capacidade de
eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) Os flavondides de citrus sdo conhecidos
pela sua capacidade de doar 4tomos de hidrogénio para essas moléculas, tornando-as estaveis
e ndo reativas (BURDA e OLESZEK, 2001; MAJO et al., 2005).

Observa-se que a concentracdo dos compostos fendlicos estd relacionada com a
capacidade antioxidante pelo método DPPH. Entretanto, os valores de compostos fendlicos
totais ndo estdo relacionados diretamente com os valores de ORAC. A correlagdo entre os
teores de fenolicos totais e DPPH é, normalmente muito alta devida a natureza dos ensaios. Ja

arelacio desses dados com os de ORAC nem sempre € significativa.

Como discutido nos resultados do DPPH a estrutura dos flavonoides influencia na
sua capacidade antioxidante. Além disso, a época de semeadura e estidios de maturacio
também estdo relacionadas com o potencial antioxidante dos frutos de citrus. A maturagdo €
um fator importante relacionado com a capacidade antioxidante do fruto, pois os frutos
quando colhidos amadurecidos possuem quantidades menores de compostos fendlicos que os
frutos ainda ndo maduros. Portanto, frutos colhidos maduros também possuem menor
potencial antioxidante (PANTELIDIS et al., 2007). Os frutos organicos também possuem
maiores teores de fendlicos totais, portanto, maior capacidade antioxidante que os frutos

convencionais (WANG et al., 2008).

6.5 Viabilidade celular pelo ensaio MTT

O ensaio MTT proposto por Mosmann (1983) é um método desenvolvido para
avaliar a viabilidade celular e toxicidade de diferentes amostras. O MTT € um sal de tetrazdlio
(Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) que sofre clivagem por
desidrogenases presentes nas células metabolicamente ativas. Uma vez reduzido, esse sal
origina o formazan. A quantidade de formazan gerada é diretamente proporcional ao nimero
de células vidveis. No entanto, variacdes de aproximadamente 15% da viabilidade celular

podem ndo representar morte celular ou citoxicidade, mas variacdes na taxa metabolica das
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células por influéncia da amostra testada. Consideramos acdo téxica decréscimos de mais de
15-20% da viabilidade celular.

A porcentagem de viabilidade celular apds exposicdo das amostras nas
concentracdes de 0,1 a 2 mg/mL em relacdo ao controle de células sem tratamento (100% de

viabilidade celular), estd apresentada na Figura 8.

Figura 8 — Porcentagem de viabilidade celular apds exposicdo das amostras em relacdo ao
controle de células sem tratamento (100% de viabilidade celular).

150+
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v
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Observa-se que em nenhuma concentracdo testada existiu uma significativa
reducdo de células vidveis, pois a viabilidade celular ndo foi menor que 85% em nenhuma das
amostras nas concentragdes testadas. Portanto, nenhuma das amostras foi toxica para as

células nas concentracdes avaliadas e puderam ser utilizadas nos ensaios subseqiientes.

6.6 Concentracao de 6xido nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula ou substincia de sinalizagdo que participa
em vdrias etapas dos processos patoldgicos, tais como inflamacao e apoptose. Niveis elevados
de NO surgem a partir de estimulos inflamatérios e sdo responsdveis por mediar os efeitos
pro-inflamatorios nas células (KORHONEN et al., 2005). A sintese de NO depende da
expressao da enzima iNOS, que € induzida pelo TNF-o (GREEN, NACY e MELTZER, 1991;
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NATHAN e HIBBS, 1991). A elevacdo da concentracio de NO estd relacionada ao
surgimento de varios distirbios associados com doengas inflamatdrias cronicas (LAMAS,
PEREZ-SALA e MONCADA, 1998). Virios flavonoides sdo conhecidos por sua atividade
anti-inflamatdria e, sua acdo na inflamacgdo tem sido associada a sua capacidade em suprimir a
producdo de NO em macroéfagos (KIM et al., 1999; MATSUDA et al., 2003).

O contetido de 6xido nitrico no sobrenadante celular com e sem estimulo pro-
inflamatério (LPS) nas concentracdes de amostras de 0,2 e 1 mg/mL estd expresso em pg/mL

e estd apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentracdo de 6xido nitrico (NO) (pg/mL) no sobrenadante celular, na presenca
ou auséncia de estimulo inflamatorio, apds a exposicao das amostras.

Estimulo  Concentragio Concentracao de 6xido nitrico (pg/mL) em cada tratamento celular

inflamatoério extrato
(mg de In
amostra/mL) Fermentado Autoclavado Enzimatico natura Controle

1,0 ND*#* ND ND ND ND
Ausente

0,2 ND ND ND ND

1,0 ND ND ND ND 3,82+2,92
Presente

0,2 6,44+0,16* 4,43+3,58° ND 6,34+0,86*

Estimulo inflamatério avaliado pela presenca ou auséncia de lipopolissacarideos. Valores expressos como média
+ desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias de diferentes amostras na mesma concentragdo. Médias
seguidas pela mesma letra na linha nio diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
**ND=Nao detectavel. Valores identificados com * sdo considerados estatisticamente diferentes do controle pelo
teste de Dunnet.

Observa-se que na auséncia de estimulo inflamatério (LPS), as amostras nao
produziram 6xido nitrico em contato com nenhuma das concentragdes das amostras testadas.
O fato das amostras ndo induzirem a producdo de 6xido nitrico na auséncia de estimulo
inflamatério sugere que os extratos nao possuem caracteristicas inflamatoérias em relagdo a
este ensaio. Visto que, o 6xido nitrico possui um efeito citotéxico para as células. Nao ¢é
possivel observar efeitos anti-inflamatérios nas condi¢des desse ensaio, uma vez que o
controle (células ndo tratadas) ja ndo apresentava teores mensurdveis de NO, significando que
as células nao estavam em condi¢des de estresse pré-inflamatério que pudesse ser remediado

pelas amostras.
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Na presenca do estimulo inflamatério, verificou-se que as células controle
apresentaram teor mensuravel de NO, demonstrando que o estimulo com LPS causou efeito
esperado na cultura celular. Em relagdo aos tratamentos na concentracdo de 1 mg/mL nao
houve producdo de NO em nenhuma das amostras, evidenciando que todas as amostras nesta
concentracdo protegeram as células, inibindo a produ¢do de um indicador inflamatdrio, que €
o 6xido nitrico. Nessa concentragdo mais elevada, ndo houve distingdo entre os extratos,
sendo que todos foram efetivos na inibi¢do do NO. J4 na concentra¢do de 0,2 mg/mL, nas
células estimuladas com LPS, o extrato enzimatico foi o dnico a ser efetivo na inibicdo da
producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos. As demais amostras apresentaram teores de NO
estatisticamente semelhantes ao teor observado no sobrenadante das células sem tratamento
(controle), indicando que nessa concentragdo testada, ndo sdo eficientes na inibicdo da

producdo estimulada por LPS de NO em macréfagos.

Kim et al. (2013) estudaram o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial de uma
variedade de citrus: o Citrus medica L. var. Sarcodactylis. Os autores observaram, pelo
método Western Blot, que ocorreu uma redugdo nos niveis de expressdo da enzima INOS e
como o Oxido nitrico € produto das reacOes catalisadas pela iNOS, entdo ocorreu redugdo
também nos niveis do NO. Esse mecanismo observado nesse estudo pode ser 0 mesmo que
justifique o observado no ensaio com a concentracdo de 1 mg/mL, em que todas as nossas
amostras inibiram a producio de NO. A inibi¢do da produgdo de NO pode ter sido resultado
da reducdo dos niveis da expressdo da proteina INOS nas células. Para comprovar essa
hipétese, ensaios para determinar a concentracdo da proteina iINOS seriam relevantes para
compreender a reducao do 6xido nitrico pelas amostras.

Ahmed et al. (2014) verificaram o efeito da naringenina e da L-arginina na
reducdo da iINOS em animais com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. As
amostras foram testadas juntas e separadas. Observaram que existiu uma redug@o na iNOS no
pulmao dos animais e, a menor reducao foi verificada quando usaram as amostras juntas. Kim
et al. (1999) explica que o mecanismo celular que regula a enzima iNOS pelos flavonoides,
entre eles a naringenina, € feito pela regulacdo da ativacdo do NF-kB, que ¢ responsavel pela
transcricao de iNOS. Através da caracterizacdo das amostras deste estudo, pode-se observar
que a naringenina é um composto presente nos extratos. Portanto, este flavonoide pode nao ter
ativado o NF-«xB, ocasionando a ndo transcricdo de iNOS. Por isso, as amostras estudadas

foram eficazes em reduzir a concentragdo de NO.
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Sakata et al. (2003) avaliaram a inibi¢do da producdo do NO e da expressdo da
iNOS pelo flavondide hesperidina em células de macréfagos RAW 264,7, estimuladas por
LPS. Os autores verificaram que houve uma reducao na produgao de NO em células tratadas
com a hesperidina e, que esta inibi¢cdo ocorreu pela supressdao génica da iNOS. Salvemini et
al. (1993) relatam que a diminui¢do da expressdo gé€nica da iNOS e consequentemente,
redugdo da producdo do NO acarretam em uma acdo anti-inflamatéria. O mesmo pode ser
observado no presente estudo, pois a hesperidina estd presente nas amostras estudadas. Este
composto pode ter reduzido a expressdo da iNOS, diminuindo a concentragdo do NO das

amostras e ocasionando uma agao anti-inflamatodria.

6.7 Concentracao de fator de necrose tumoral (TNF-a)

O TNF-a induz e perpetua a inflamacdo através da ativacdo de células T e
macréfagos, junto com a regulagdo positiva de outras citocinas pré inflamatérias, aumentando
assim o recrutamento de leucdcitos para a regido inflamada (BEUTLER, 1995). Portanto,
bloquear a sua expressdo pode ser um mecanismo vidvel para o tratamento de doencas
inflamatoérias (YING et al., 2013).

A Tabela 6 apresenta o conteido de TNF-a, expresso em pg/mL, no sobrenadante
celular com e sem estimulo inflamatério, nas células tratadas com as concentracdes de 0,2 e 1

mg/mL dos extratos estudados.



Tabela 6 — Concentracdo de fator de necrose tumoral (TNF-a) (pg/mL) no sobrenadante de cultivo celular, na presenca ou auséncia de estimulo
inflamatério, apds a exposicao das amostras.

Estimulo  Concentracio .
Concentracao de TNF-a (pg/mL) em cada tratamento celular

inflamatorio extrato
(mg de e
Fermentado Autoclavado Enzimatico In natura Controle
amostra/mL)

0,2 1.617,33494 312> 1.606,59+91,772 1.802,15+257,01? 1.083,44+93,66°* 1.659,56+198,85
Ausente 1,0 1.142,33+44,16** 988,07+101,96*¢* 1.873,26+325,63 610,11+103,87¢*

0,2 24249 42+1.021,29°  21.316,28+1.653,322P*  17.159,30+2.808,45%* 22.447,09+3.864,27>® 29.048,84+4.719,53
Presente

1,0 16.836,63+2.362,91**% 16.865,70+£997,94** 15.781,40+2.353,88**  12.784,30+6.224,04**

Estimulo inflamatério avaliado pela presenca ou auséncia de lipopolissacarideos. Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias de
diferentes amostras na mesma concentracdo. Médias seguidas pela mesma letra na linha n3o diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. Valores
identificados com * sdo considerados estatisticamente diferentes do controle pelo teste de Dunnet.
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Na auséncia de estimulo inflamatério, o controle é o sobrenadante das células que
nao foram expostas a nenhum tratamento com os extratos estudados. Observa-se nesse caso,
que as células controle produzem um teor mensurdvel de TNF-a, mas que € uma concentragao
quase 30 vezes mais baixa do que das células que foram estimuladas com LPS. Considerando
o teor de TNF-a das células controle ndo estimuladas como um valor basal dessa citocina nas
condi¢cdes em que se realizam o ensaio, as Unicas amostras que foram capazes de reduzir a
producgdo basal dessa citocina anti-inflamatoéria foram os extratos fermentado e autoclavado,
na maior concentragcdo testada, e o in natura, nas duas concentragdes. Aparentemente, 0s
bioprocessos dos extratos ndao apresentam vantagens na reducdo da producdo de TNF-a
quando a célula ndo estd estimulada a desenvolver processos inflamatérios. No entanto,
apesar de estatisticamente significativas, as diferencas de concentracdes observadas em cada
um dos casos € muito pequena.

Na presenca de estimulo inflamatdrio, o controle é o sobrenadante celular que ndo
foi exposto as amostras, mas que sofreu inducdo inflamatdéria por exposi¢ao ao LPS. Observa-
se que o estimulo inflamatdrio induzido por LPS foi efetivo, visto que a concentracdo de
TNF-a aumentou em quase 30 vezes em comparac¢ao com as células controle nio estimuladas.

Em relacio aos tratamentos das células estimuladas, observa-se que na
concentracdo de 1 mg/mL dos extratos, todas as amostras reduziram a concentra¢do de TNF-o
no sobrenadante celular quando comparadas ao sobrenadante controle. Além disso, todas as
amostras foram significativamente iguais entre si. Portanto, nesta concentracdo as amostras
protegeram as células e inibiram a producao de TNF-a na presenca do estimulo inflamatorio

sem distin¢do na eficicia entre elas.

Na concentracdo de 0,2 mg/mL as amostras autoclavada e enziméatica mostraram
maiores reducdes nos teores de TNF-a, estatisticamente diferentes do controle. O destaque,
com a melhor atua¢@o na inibicdo desta citocina, foi a amostra biotransformada por reagdo

enzimatica.

Rosillo et al. (2012) avaliaram a capacidade um extrato de roma enriquecido com
acido eldgico em reduzir a inflamagdo cronica do célon de ratos induzida por TNBS. Foi
verificado que o extrato enriquecido com 4cido eldgico foi capaz de bloquear a ativacdo de
NF-kB através da inibicao 1kB-a pelo método de Western blot. Os pesquisadores analisaram
também as concentracdes de TNF-a por kits ELISA e observaram que com o dcido eldgico a
concentracdo desta citocina reduziu significativamente. Os autores referem que como a

ativacdo de NF-kB promove o aumento da expressdao de diversas citocinas pro-inflamatorias,
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incluindo TNF-a, a inibi¢do da via NF-kB ocorrida no presente estudo reduziu a concentragao
do TNF-a. O mesmo pode ter ocorrido no presente estudo, visto que ambas as amostras
possuem 4cido eldgico. O fato de o extrato fermentado ter evidenciado maior capacidade de
reducdo de TNF-a pode ser justificado pela maior concentragdo de acido elagico, que foi
cerca de 190 vezes mais que no extrato enzimdtico, segundo as andlises feitas anteriormente
por Madeira et al. (2014). Li et al. (2015) analisaram a inibicdo da maturacdo de células
dendriticas pela naringenina em animais com artrite induzida por coldgeno. O resultado
mostrou que a naringenina suprimiu a maturacdo de células dendriticas e reduziu a secrecdo
de TNF-a nas células retiradas do bago dos animais estimuladas com LPS. Os autores
justificam o resultado através do exemplo de que outro flavonéide denominado quercetina
também suprimiu a maturacdo de c€lulas dendriticas, a producdo de citocinas e a estimulag@o
de células T através da inibicdo da ativacdo da via do NF-kB. A via de inibi¢do do NF-xB ¢é
uma das mais citadas nos artigos quando existe uma a¢@o anti-inflamatéria. Pelo fato dela ser
tdo presente em agdes anti-inflamatdrias realizadas por compostos fendlicos, pode ser que as
amostras deste estudo funcionem pela mesma via, inibindo o NF-«xB.

Park et al. (2013b) também estudaram a modificacdo enzimdtica de Citrus
maduros (C. unshiu) pelas enzimas glucanotransferase e hesperidinase e verificaram a sua
atuacdo na inflamacdo no figado em animais que consumiram etanol. Os extratos que
sofreram modificagdo enzimdtica foram mais eficientes em reduzir a producdo do TNF- a
comparados com o extrato que ndo teve a acdo das enzimas. Durante o tratamento enzimatico
houve a producdo de compostos agliconas como a hesperetina. Os autores justificaram que os
extratos enzimaticos apresentaram maiores reducdes da produgdo TNF-a porque essas
amostras possuiam compostos agliconas, que sdo mais biodisponiveis, ou seja, sio melhores
absorvidos no intestino podendo atuar de forma mais eficaz na cascata inflamatoria.
Entretanto, no presente estudo ndo houve diferenca em relacdo a reducdo do TNF-a entre as
amostras tratadas, como o extrato fermentado e o enzimatico, com as amostras nao tratadas,
autoclavado e in natura. Entdo no pardmetro de reducdo do TNF-a, a biodisponibilidade dos
extratos ndo interferiu no resultado, levando a compreensdo de que a bioatividade destes

extratos € maior por outras causas que devem ser melhor investigadas.
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6.8 Concentracao de interleucina 6 (IL-6)

A Tabela 7 apresenta o contetido de IL-6 no sobrenadante celular expresso em
pg/mL, com e sem estimulo inflamatdrio, nas concentracdes de 0,2 e 1 mg/mL dos extratos

estudados.



Tabela 7 — Concentracdo de interleucina 6 (IL-6) (pg/mL) no sobrenadante de cultivo celular, na presenca ou auséncia de estimulo inflamatério,
apods a exposicao das amostras.

Estimulo  Concentracio Concentracao de IL-6 (pg/mL) em cada tratamento celular
inflamatorio extrato
In
(mg de Fermentado Autoclavado Enzimatico Controle
natura
amostra/mL)

0.2 3,05+2,222 1,21+1,182 1,60+0,26% 10+1,31%* 2,26+0,01
Ausente

1,0 3,84+4,07% 0,94+0,392 2,52+0,922 11,73+0,39b%*

0.2 638,46+57,69* 796,15+107,69*"  919,23+176,92** 650+23,07* 526,07+44,86

Presente

1,0 173,35£26,50*  223,31+23,15**  820,15+72,36>"  530,76+80,76°

Estimulo inflamatério avaliado pela presenca ou auséncia de lipopolissacarideos. Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias de
diferentes amostras na mesma concentracdo. Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. Valores
identificados com * sdo considerados estatisticamente diferentes do controle pelo teste de Dunnet.

[=y]
(=)
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Na auséncia de estimulo inflamatério, o controle € o sobrenadante celular que ndo
foi exposto as amostras e, o valor dele representa a concentracdo de IL-6 que a célula
produziu sem nenhum tipo de intervencdo. Portanto, constata-se que as células mesmo sem
estimulo, nas condicdes a que sdo submetidas no ensaio, sdo capazes de produzir mediadores
inflamatdrios como o IL-6, apesar de fazerem isso em baixas concentragdes.

O extrato enzimadtico teve uma menor concentracdao de IL-6 que o in natura. O
extrato in natura foi a Unica amostra que teve diferenca significativa do sobrenadante
controle, entretanto essa diferenca ndo foi obtida pela reducdo do IL-6 e sim pelo aumento
desse mediador no sobrenadante com essa amostra. Na concentracdo de 0,2 mg/mL, nenhuma
amostra apresentou alteracao no teor de IL-6 basal produzido pelos macréfagos nas condi¢oes
do ensaio.

Na presenca de estimulo inflamatdrio, o controle é o sobrenadante celular que nio
foi exposto as amostras, mas que sofreu inducao inflamatdria por exposi¢do ao LPS. Observa-
se que o estimulo inflamatoério induzido por LPS foi efetivo, visto que a concentracdo de IL-6
aumentou em cerca de 200 vezes quando existiu esse estimulo.

Nas células estimuladas e tratadas com 1 mg/mL dos extratos, o extrato
fermentado e seu controle autoclavado ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas
tiveram reducdo significativa da producdo de IL-6 quando comparados ao controle celular,
especialmente o extrato fermentado, com uma reducdo de cerca de 3 vezes na concentragdo de
IL-6 produzida.

Na menor concentragdo testada, de 0,2 mg/mL, as amostras ndo apresentaram
nenhum efeito significativo em relagdo ao controle. A excecdo esteve no extrato enzimatico,
que elevou a concentracdo de IL-6 produzida pelo macrofago em relagdo as células sem
tratamento. No entanto, observa-se que os desvios padrdo dessas amostras sdo elevados,
mostrando falta de precisdo na obteng¢do dos resultados experimentais, tornando dificil
concluir se a amostra realmente teve efeito pré-inflamatorio, ou nenhum efeito real. Sabe-se
que este tipo de ocorréncia € relativamente comum em ensaios de ELISA.

Na concentracdo de 1 mg/mL, na auséncia do estimulo inflamatério, o extratos
fermentado e autoclavado nao tiveram diferenca significativa da concentracdo de IL-6 em
relacdo ao sobrenadante controle. Estas mesmas amostras foram as que reduziram as
concentracdes do TNF-a nesta mesma concentragdo. Portanto, nesse ensaio nao foi possivel
observar relagdo entre a modulacdo das concentracdes de TNF-a e as concentragdes de IL-6.
Da mesma forma, a intervengdo com o extrato enzimdtico resultou na manutencdo da

concentracdo basal de IL-6 igual ao sobrenadante controle, e com aumento da concentragao
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de TNF-a. Portanto, também ndo foi possivel observar a correlagio entre a concentracdo de
IL-6 e a concentragdo de TNF-a para essa amostra. Na menor concentracao das amostras, o
padrdo das respostas obtidas seguiu o mesmo. Podemos observar que na concentracdo de 0,2
mg/mL na auséncia de estimulo, observa-se a manuten¢do dos teores basais de TNF-a e 1L6
apods o tratamento com os extratos: fermentado, autoclavado e enzimdtico. Apenas o extrato in
natura aumentou a concentragao tanto do TNF-a como do IL-6 nestas condicoes.

Aparentemente, as concentracdes dessas citocinas pré-inflamatérias produzidas
por essa linhagem de macréfagos nas condi¢des normais de cultivo, sem nenhum estimulo
diferente, sdo muito reduzidas, e pouco influenciadas pela exposi¢do aos extratos, que de
forma geral, se mostraram indcuos nas concentragdes testadas nas células. Quaisquer
variacOes observadas nas concentracdes das citocinas nessas condi¢cdes, ndo parecem
realmente relevantes, quer seja na reducdo ou estimulo da producdo dos sinalizadores
protéicos.

Ja nas células estimuladas a condicdes inflamatorias pela presenca de LPS, o
cendrio € bem diferente. Nas concentragdes de 1 mg/mL das amostras, os extratos fermentado
e autoclavado exibiram uma reducdo significativa de IL-6 em relacdo ao sobrenadante do
controle e foram as que apresentaram também reducdo significativa dos teores de TNF-a. Pelo
fato da IL-6 ser produzida por outras citocinas, como TNF-a, uma menor produg¢do do TNF-a
induziria uma menor produgdo da IL-6. Visto que, os extratos fermentado e autoclavado
apresentaram uma redugdo na concentracdo das duas citocinas, essas amostras agiram de
acordo com a sequéncia da via inflamatéria, apresentando um mecanismo anti-inflamatéria

muito interessante.

O extrato enzimadtico ocasionou redu¢do da concentracdo do TNF-a, mas nao teve
reducdo significativa da IL-6. O extrato in natura também levou a reducdo significativa do
TNF-a, mas ndo do conteudo de IL-6. Portanto, nesta concentracdo com a presenga de
estimulo, as células com o extrato enzimdtico e o extrato in natura produziram IL-6
independente da concentragdo de TNF-a.

Na menor concentracdo das amostras, 0,2 mg/mL, ndo se observou alteragdo
estatisticamente significativa nas concentracdes de IL-6 no tratamento com nenhuma das
amostras, com excec¢ao do extrato autoclavado e do enzimético, que apresentaram aumento no
teor da citocina. Nesta concentragdo, as células tratadas com o extrato autoclavado e
enzimatico ndo dependeram da modula¢@o da concentra¢do de TNF-a para a producido de IL-

6, visto que, essas amostras causaram um aumento na concentracdo de IL-6 e reducdo da
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concentracdo de TNF-o produzida. Este fato pode-se ser justificado por alguma falha
experimental neste ponto especifico na avaliagdo do IL-6, visto que o contetddo desta citocina
depende da concentracdo de TNF-a, devendo existir mais estudos para investigar essa
correlagdo com os extratos desta pesquisa.

Observa-se que talvez a avaliagdo do IL-6 em diferentes tempos de exposi¢dao das
células aos extratos fizesse diferencga, visto que no presente estudo as amostras e o estimulo
inflamatério foram adicionados praticamente juntos. Lampiasi e Montana (2016) investigaram
a modula¢do do &cido ferdlico na expressao da IL-6 em células ativadas por LPS. Os autores
observaram que a adicdo das amostras 1 hora antes do estimulo inflamatério foi eficaz em
modular a concentracdo de IL-6. Portanto, avaliar a concentracdo de IL-6 em diferentes
tempos de exposicao as amostras seria interessante.

Edmunds et al. (2011) estudaram a capacidade dos extratos de Kiwi em suprimir a
producdo de citocinas por macréfagos ativados por lipopolissacarideos. As concentragdes de
IL-6 foram reduzidas em todos os extratos analisados, entretanto os extratos com acetato de
etilo foram mais eficazes em suprimir a producdo de IL-6 que os extratos aquosos de kiwi. Os
autores referem que a maior capacidade em reduzir IL-6 pelos extratos de acetato de etilo
pode estar relacionada com a maior concentragdo de polifendis nesses extratos. O mesmo
ocorreu no presente estudo, visto que o extrato que obteve maior redugdo de IL-6 foi o que
possuia maior concentracdo de fendlicos, que foi o extrato fermentado.

Molina, Bolin e Otton (2015) estudaram a capacidade dos polifenéis do chd verde
de alterar o perfil das citocinas inflamatérias em ratos magros e obesos. Os autores
determinaram que a concentracdo de IL-6 foi reduzida tanto nos ratos magros como nos
obesos, que receberam o extrato de chd verde. Os pesquisadores explicaram que a reducdo da
IL-6 ocorreu através da inibicdo da sinalizacdo do Toll-like 4 (TLR-4) pelos extratos,
evidenciada por niveis reduzidos de ARNm deste receptor. Visto que, o TLR-4 se liga aos
lipopolissacarideos, ativando o NF-kB e aumentando a sintese de citocinas pro-inflamatorias
como IL-6, a sua inibicdo realiza o caminho inverso, reduz a secrecao da IL-6. Fato este que
pode justificar a reducdo da IL-6 pelos extratos fermentado e autoclavado, entretanto, para ser
realmente comprovado necessita-se de uma andlise como RT-PCR para identificar os niveis

de ARNm de TLR-4.

Park et al. (2013a) analisaram a influéncia do extrato da casca de citrus (Mikan
Marcorv ) produzido na Coréia na inflamacdo, hiperglicemia e esteatose hepdtica em animais

db / db. Os autores verificaram que houve reducido da concentragdo de IL-6 nos animais que
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receberam o extrato etandlico de Mikan. O mesmo observa-se em nosso estudo, pois o0s
extratos etandlicos que sofreram tratamento tiveram uma maior redu¢do da concentracdo do
IL-6.

Puuponen-Pimid et al. (2016) estudaram a bioatividade de amoras silvestres
(Rubus chamaemorus) biotransformadas por processo fermentativo em células de macréfagos
J774. A fermentagdo ocorreu pelo microrganismo Pediococcus pentosaceus, depois foram
produzidos extratos de acetona e através de andlise de HPLC eles detectaram os seguintes
fendlicos: acido eldgico, adcido benzdico, elagitaninos, dcidos hidroxicindmicos como o 4cido
ferdlico e 4cido cafeico. Durante o processo de fermentacdo observaram que houve acimulo
de 4cido elagico e degradacido simultinea dos elagitaninos pelo microrganismo. O mesmo
pode ser observado no presente estudo, pois segundo a caracterizacdo das amostras feita por
Madeira et al. (2014), no processo de biotransformacao fermentativa também houve actimulo
de 4cido eldgico no extrato. Nossos resultados indicam que houve redugdo significativa na
concentracdo de ON e de IL-6 em células tratadas com as amostras fermentadas e, a maior
concentracdo de 4cido eldgico no extrato fermentado que no extrato autoclavado foi um ponto
levantado na caracterizagdo das amostras e que poderia justificar essa diferenga na acdo anti-
inflamatéria. Ainda ndo conseguimos identificar os compostos fendlicos responsdveis pela
reducdo dos marcadores inflamatdrios nas amostras geradas entretanto, em geral, observamos

que o processo fermentativo provou ser uma fonte potente para gerar compostos bioativos.

6.9 Concentracao de interleucina 10 (IL-10)

A Tabela 8 apresenta os resultados em pg/mL do conteido de IL-10 no
sobrenadante celular com e sem estimulo inflamatdrio nas concentracdes das amostras de 0,2

e 1 mg/mL.



Tabela 8 — Concentracdo de interleucina 10 (IL-10) (pg/mL) no sobrenadante de cultivo celular, na presenca ou auséncia de estimulo
inflamatoério, apds a exposi¢ao das amostras.

Estimulo  Concentracio Concentracao de IL-10 (pg/mL) em cada tratamento celular
inflamatorio extrato
(mg de In
Fermentado Autoclavado Enzimatico Controle
amostra/mL) natura

0.2 22,46+7,57** 30,46+24,48** 9,8+6,00** 19,8+4,00%* 266,8+21,00
Ausente

1,0 13,13+6,11%* 12,53+12,912* 15,86%+13,88** 23,13+11,01%*

0,2 115,8+42,75% 8,46+27,15%* 17,8+12,49° 66,46+27,15%° 51,13+21,93
Presente

1,0 56,46+35,79*P 59,8+39,342b 9,8+2,00* 111,8+43,03°

Estimulo inflamatério avaliado pela presenca ou auséncia de lipopolissacarideos. Valores expressos como média + desvio padrdo. O teste Tukey comparou médias de
diferentes amostras na mesma concentracdo. Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. Valores

identificados com * sdo considerados estatisticamente diferentes do controle pelo teste de Dunnet.
.
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Na auséncia de estimulo inflamatério, o controle € o sobrenadante celular que ndo
foi exposto as amostras e, o valor dele representa a concentracdo de IL-10 que a célula
produziu sem amostra. Portanto, constata-se que as células RAW 264,7 sdo capazes de
produzir IL-10 pelo fato de existir uma concentragdo desta citocina no sobrenadante controle.

Na auséncia de estimulo inflamatério na concentragdo de 1 mg/mL, o extrato
fermentado ndo teve diferenca do seu controle, o extrato autoclavado. O extrato fermentado
ndo demonstrou diferenca significativa do extrato in natura. O extrato enzimdtico também
ndo teve diferenca do extrato in natura. Nesta concentragdo, todas as amostras reduziram a
concentracdo de IL-10 e tiveram diferenca significativa em relacdo ao sobrenadante controle.
Considerando que a IL-10 € uma citocina com efeitos anti-inflamatdrios, a reducdo de sua
concentracdo nao é um fato considerado bom para a inflamagdo celular. Na concentracdo de
0,2 mg/mL sem estimulo inflamatério, o extrato fermentado ndo teve diferenca significativa
do seu controle, o extrato autoclavado. O extrato fermentado ndo apresentou diferenca
significativa do extrato in natura. O extrato enzimatico ndo demonstrou ser estatisticamente
diferente do extrato in natura. Nesta concentracdo, todas as amostras reduziram a
concentracdo de IL-10 em relacdo ao sobrenadante controle, indicando que também na
concentracdo de 0,2 mg /mL as amostras tiveram um efeito negativo em rela¢do ao contetido
desta citocina anti-inflamatdria.

Ao receber estimulo inflamatério, o conteudo de IL-10 reduziu, constatando que o
estimulo foi eficaz em inflamar as células, visto que esta citocina possui efeitos anti-
inflamatérios. Portanto, quanto menor a sua concentracdo maior estado de inflamagdo nas
células.

Na presencga de estimulo inflamatorio na concentragdo de 1,0 mg/mL, o extrato
fermentado ndo teve diferenca do extrato autoclavado. O extrato fermentado ndo apresentou
diferenga estatistica do extrato in natura. O extrato enzimatico teve uma menor concentragao
de IL-10 que o extrato in natura, demonstrando diferenga estatistica. Nesta concentracao,
nenhuma amostra foi eficiente em aumentar a concentracio de IL-10 em relagdo ao
sobrenadante controle. Portanto nesta concentragdo, nenhuma amostra teve um potencial anti-
inflamatério vidvel em relacdo a modulagdo da produgdo de IL-10. Na concentracdo de 0,2
mg/mL, o extrato fermentado demonstrou diferenca significativa do seu controle, o extrato
autoclavado. O extrato fermentado nao apresentou diferenca estatistica do extrato in natura. O

extrato enzimdtico ndo teve diferenca significativa do extrato in natura. Nenhuma das
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amostras nesta concentragdo foi eficiente em aumentar a concentragdo de IL-10 em relagdo ao
sobrenadante controle. Portanto, nesta concentragdo, as amostras também ndo tiveram um
bom desempenho em relagdo a liberacdao de IL-10. Em relacdo ao tratamento, nenhuma das
amostras foi eficaz em aumentar o conteido de IL-10 tanto no sobrenadante sem estimulo
como com estimulo inflamatério. Pode-se observar com essas respostas, que os efeitos anti-
inflamatérios potenciais dessas amostras nao se dao pelo estimulo a producao da citocina IL-
10, o que ndo significa que as amostras ndo tenham papel em outras vias anti-inflamatorias,
como a de reducdo da producdo de TNF-a e consequentemente de IL-6, como observado nos
resultados anteriores.

Liao e Lin (2015) pesquisaram a influéncia da administracdo de quercetina e do
seu metabdlito, quercetina-3- glicosideo, em animais com inflamacao sistémica induzida por
lipopolissacarideos. Os autores adicionaram a quercetina antes da indugdo inflamatdria
estimulada por LPS, portanto classificaram esse método como preventivo. Eles verificaram
que a quercetina aumentou a concentragdo de I1L-10, sendo significativamente diferente do seu
controle, cujo tratamento era composto por apenas LPS. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu no
presente estudo, possivelmente o periodo de adicdo das amostras foi diferente. As amostras
foram adicionadas a0 mesmo tempo em que ocorreu o estimulo inflamatério, portanto, nao
obtivemos informagdes sobre os efeitos preventivos da inflamacao ligados a producao de IL-
10 anterior ao estimulo agressivo do LPS.

El-Shitany, El-Bastawissy e El-Desoky (2014) investigaram a influéncia do
tratamento com 4cido eldgico na inflamacgdo de ratos com edema de pata. Os autores relataram
que houve aumento de IL-10 nos sobrenadantes celulares com a adicdo do acido elagico.
Entretanto, no presente estudo o extrato fermentado e o enzimdtico com concentragdes de
acido eldgico detectadas por Madeira (2014), ndo foram capazes de aumentar as

concentracdes de IL-10 nos sobrenadantes celulares.
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7. CONCLUSAO

O extrato de fendlicos de residuos de citricos biotransformado por processo
enzimatico foi eficaz em reduzir dois mediadores inflamatérios expressos nas células de
macréfagos de murinos, o 6xido nitrico e o TNF-a; evidenciando que mesmo apresentando
menores concentracoes de compostos fendlicos e atividade antioxidante, a amostra foi
eficiente em alguns parametros inflamatérios. O extrato de fendlicos de residuos de citricos
biotransformado por processo fermentativo, por ter apresentado maiores concentragdes de
fendlicos, maior capacidade antioxidante e reducdo nos dois mediadores inflamatorios
estudados (TNF-a e IL-6), mostrou ser o melhor tratamento para os residuos de citrus testado
neste trabalho. A biotransformacdo fermentativa é uma alternativa atraente para se obter um
extrato com maior potencial antioxidante e com maior capacidade anti-inflamatdria, necessita
de poucos recursos para ser realizada, além de fornecer destino mais nobre a esses residuos de
citrus. Visto isto, este extrato demonstra ter grande potencial para se tornar um ingrediente

funcional ou nutracéutico.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Extracdo com diferentes solventes das mesmas amostras do presente estudo,
principalmente da amostra biotransformada por processo enzimatico.

e Andlise de Western blotting da proteina iNOS, IkB-a e do complexo proteico NF-xB
presente na cultura celular com e sem estimulo inflamatério.

e Avaliacido da intervengdo com os extratos antes do contato das células com o LPS para
verificar a acdo preventiva das amostras.

e Andlise da concentragdo do IL-6 em diferentes tempos de avaliagdo apds a intervengao
com as amostras.

e Auvaliar a biodisponibilidade dos extratos in vivo.
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APENDICES

APENDICE A: Curvas padrio empregadas nas anilises de compostos fenélicos e

capacidade antioxidante dos extratos

Figura 9.1 — Curva padrdo de acido gélico utilizada na determinagdo de FT utilizando

microplacas de 96 pogos.

Absorbancia (nm)

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100

0,000

y =0,0035x-0,0371
R?=0,9941

T T T T 1

50 100 150 200 250
[ ng GAE/mg]

106

Figura 9.2 — Curva padrao de Trolox para determinacdo da capacidade antioxidante pelo

método DPPH.
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Figura 9.3 — Curva padrao de Trolox para determinacdo da capacidade antioxidante pelo
método ORAC.
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APENDICE B: Curva padrio dos mediadores inflamatérios: 6xido nitrico, TNF-a, IL-6

eIL-10

Figura 9.4 — Curva padrao de 6xido nitrico.
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Figura 9.5 — Curva padrdao de TNF-a com as amostras com dilui¢ao 1:4 sem LPS
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Figura 10.6 — Curva padrao de TNF-a com as amostras com dilui¢do 1:50 com LPS
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Figura 9.7 — Curva padrao de IL-6 com as amostras sem dilui¢cdo com e sem LPS
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Figura 9.8 — Curva padrio de IL-6 com as amostras com dilui¢do 1:20 com e sem LPS
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Figura 9.9 — Curva padrao de IL-10 com as amostras sem diluicdo com e sem LPS
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