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RESUMO

Bertholletia excelsa ou Castanheira-do-Brasil, pertencente a familia Lecythidaceae, é
uma arvore com distribuicdo desigual no ecossistema amazbnico e com grande
importancia econdmica para a regido. Estudos apontam que a Bertholletia excelsa é um
antioxidante em potencial por conter alto teor de fenois. O referido trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo da atividade antioxidante e anti-inflamatéria in vitro do extrato
seco da casca do caule da Bertholletia excelsa. Para a avaliagdo do potencial
antioxidante da Bertholletia excelsa utilizou-se de testes preliminares como o DPPH,
ABTSe+, Fendis e Flavonoides Totais. Apds a obtencdo dos resultados preliminares,
procedeu-se com o teste de viabilidade celular e posteriormente o ensaio de antioxidante
celular e determinacéo de nitrito para a caracterizacdo da atividade anti-inflamatéria no
modelo de macrdfago ativado por lipopolissacarideo. No teste de DPPH o extrato
demonstrou atividade antioxidante alta, com CI50 7.67+ 0.11 pg/mL, sendo o mesmo
confirmado pelo ensaio de ABTSe+. Enquanto os testes Fenois e Flavonoides totais
demonstram resultados de 33,58% =+ 0,25 e 32,16216% =+ 2,08 de teor, respectivamente.
Com o ensaio de viabilidade celular, notou-se que na concentragdo de 25ug/mL o
extrato ndo produziu letalidade significativa. J& a atividade antioxidante celular o
extrato de Bertholletia excelsa na concentracdo de 50ug/mL conseguiu inibir a oxidagédo
em 49,77%. No ensaio da atividade anti-inflamatoria houve inibicdo da producdo de
oxido nitrico, sinalizando efeito anti-inflamatério. Com tais resultados, conclui-se que o
extrato do caule de Bertholletia excelsa é um bom antioxidante devido a sua alta
concentracdo de compostos fendlicos, apresentando também propriedades anti-
inflamatorias.
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1. INTRODUCAO.

A Amazonia apresenta-se como um ecossistema com rica biodiversidade com
alta valorizacdo econdmica (BRAGA et al., 2010). Dentro desse contexto, a
Castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa, Humb. & Bonpl.) destaca-se devido ao seu
fruto ser um dos produtos mais conhecidos e estabelecidos no mercado de exportacéo
(SALOMAO, 2009).

Além da sua importancia econbmica, a Bertholletia excelsa apresenta riqueza em
sua composicdo, tendo um alto teor de selénio e compostos fendlicos (PIRES et al.,
2011). O interesse no estudo de compostos fenolicos tem aumentado devido ao fato de
essas substancias estarem se mostrado eficientes captadores de radicais de oxigénio,
tornando-se assim potentes antioxidantes (BURATTO et al., 2011).

Os antioxidantes sdo importantes para 0 organismo, pois atuam contra 0s
radicais livres, evitando sua formagéo ou interceptando-os impedindo que 0S mesmos
ataguem lipideos, aminoéacidos de proteinas, dupla ligacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados e as bases do DNA, evitando assim a perda de integridade celular
(BIANCHI et al., 1999). Além disso, o estresse oxidativo celular por ataque dos radicais
livres aos componentes essenciais celulares ¢ um dos mecanismos conhecidos que pode
causar algumas patologias inflamatérias (RAMOS et al., 2000).

A terapia de suplementacdo antioxidante pode atenuar os efeitos de oxidacao por
radicais livres em pessoas que apresentem quadros graves, porém deve-se atentar que o
excesso de antioxidantes pode causar um efeito prdé-oxidativo, aumentando a lesdo
tecidual (LEITE et al., 2003).

Ha fortes indicios que a utilizacdo de compostos antioxidantes em tratamentos
estd associado a longevidade funcional, assim, o conhecimento das fontes de tais
substancias e seu estudo é importante para que 0os mesmos sejam utilizados de forma
segura e consciente, tornando-se assim uma alternativa na promocdo de uma vida
saudavel (PEREIRA et al., 2009).



2. OBJETIVOS.

2.1.  Objetivo Geral:
Avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatoria in vitro de um extrato das
cascas do caule de Bertholletia excelsa.

2.2.  Objetivos Especificos:
e Avaliar a citotoxicidade do extrato seco das cascas do caule de Bertholletia excelsa;
e Conhecer o perfil antioxidante do extrato seco de Bertholletia Excelsa;

e Avaliar o efeito anti-inflamat6rio in vitro do extrato seco de Bertholletia excelsa.

3. REFERENCIAL TEORICO.

3.1. Radicais livres, estresse oxidativo e defesas antioxidantes.

O oxigénio molecular é essencial para a vida de organismos aerébios, tendo
como funcdo principal a acepcdo de elétrons na respiragdo mitocondrial, sendo
finalmente reduzido a agua pelo processo de fosforilagdo oxidativa. A reducdo completa
do oxigénio a dgua necessita de quatro elétrons, produzindo produtos de redu¢do como
0 anion superdxido (O2+-), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (HO«)
gue sdo denominados espécies reativas de oxigénio ou radicais livres (KVIECINSKI,
2007).

Radicais livres sdo moléculas ou &tomos que possuem um ou mais elétrons ndo
pareados, fazendo com que 0s mesmos sejam substancias livres muito reativas,
altamente instaveis e de meia-vida curta. Tais propriedades tornam a presenca dos
radicais livres critica para o organismo (BIANCHI et al., 1999).

A producdo de radicais livres se da pelo processo fisioldgico do metabolismo
aerdbico ou por células induzidas por fontes exdgenas como drogas, toxinas, radiacdes
ionizantes, etc. que contribuem para vérias patologias que produzem danos celulares
(RAMOS at al., 2000).

Além do oxigénio, o nitrogénio através do Oxido nitrico pode ser um dos
participantes da estrutura dos radicais livres, entre seus efeitos tdxicos destacam-se a
lesdo tecidual que é determinante para processos inflamatdrios crbnicos e na sepse
(LEITE at al., 2003).

O estresse oxidativo pode ocorrer devido a excessiva producdo oxidante ou pela
reducdo ou esgotamento das defesas antioxidantes. A producéo dessas substancias pode
ser benéfica em casos de infeccdo, onde had producdo de radicais livres por células
fagocitarias para conter invasdo microbiana, ou pode tornar-se prejudicial quando ha
inflamacdo sistémica, no qual ocorre descontrole na producdo de radicais livres,
podendo causar lesdo a distancia (LEITE et al., 2003).

Os danos que os radicais livres causam nas células estdo relacionados com a
génese de varias patologias, incluindo doencas degenerativas como aterosclerose,
problemas pulmonares e cardiopatias. Ja as reagdes dessas substdncias com as



moléculas de DNA atuam no processo de mutagénese e carcinogénese (BIANCHI et al.,
1999).

A grande producdo de espécies reativas de oxigénio fez com que se criassem
varios mecanismos de defesas antioxidantes para impedir danos celulares. Os
antioxidantes séo substancias que em pequenas concentragdes sdo capazes de inibir ou
atrasar a oxidacéo do substrato oxidavel de maneira eficaz (BIANCHI et al., 1999).

Os mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos sdo a primeira linha no

combate aos danos causados pelo estresse oxidativo. Nesse sistema estdo inseridas
enzimas como a superoxido  dismutase, catalase,  glutationaredutase,
glutationaperoxidase, peroxirredoxinas, tiorredoxinas, entre outras. O mecanismo néo-
enzimético envolve substancias adquiridas pela dieta ou sintetizadas pelo organismo
como as vitaminas A, C e E, flavonoides e o peptideo glutationa (CARDOSO et al.,
2011).

Além dos mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos, produtos naturais
com potencial antioxidante sdo importantes para atenuar o dano causado por radicais
livres, complementando as defesas antioxidantes. Por esse motivo, hd um crescente
interesse por produtos naturais com propriedades antioxidantes na manutencdo da saude
humana e prevencéo de doencgas (KVIECINSKI, 2007).

3.2.  Radicais livres e inflamac&o.

A inflamacdo estd associada aos danos causados pelos radicais livres que sdo
produzidos pelos neutréfilos quando ha exposicdo a agentes quimiotaticos, acdo de
macréfagos e imunocomplexos. Pequenas alteracbes nas quantidades de espécies
reativas de oxigénio aumentam a expressdo de moléculas de adesdo, quimiocinas e
citocinas. Porém, grandes alteracGes na quantidade de espécies reativas de oxigénio
podem causar ativacdo de proteases, dano epitelial e lesdo de outros tipos celulares,
causando leséo tissular (WIESE, 2008).

A enzima NADPH-oxidase de leucdécitos polimorfonucleares contém citocromo
b245 que catalisa a reducdo de O2 para formar espécies reativas de oxigénio. Células
como macréfagos e linfécitos também possuem NAPH-oxidase na membrana. A
cascata do acido araquiddnico que da origem a leucotrienos e prostaglandinas gera
radicais livres na sintese de eicosanoides (KVIECINSKI, 2007).

O o6xido nitrico é um dos radicais livres envolvidos no processo inflamatorio,
trata-se de um gas soltvel produzido por células endoteliais, macr6fagos e neurdnios
especificos. Um estimulo inflamatério induz a produgdo e liberacdo da enzima NO-
sintase por células endoteliais e macrdéfagos, a consequéncia disso € a liberacdo de mais
Oxido nitrico no organismo. As principais acGes desse radical livre se associam ao
relaxamento do endotélio e destruicdo de micro-organismos. O 6xido nitrico também
possui acdes deletérias quando reage com O2e-, levando a producdo de peroxinitrito
(WIESE, 2008).

Alguns farmacos anti-inflamatorios tém demonstrado potencial antioxidante
associado a sua atividade biologica. Dentre esses farmacos pode- se citar o Nimesulida,
aminosalicilatos, etc. O estudo da atividade anti-inflamatdria de antioxidantes naturais
se tornou interessante para a comunidade cientifica, devido a este fato (KVIECINSKI,
2007).



3.3.  Bertholletia excelsa (Humb. & Bonpl.) como potencial antioxidante.

A Castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa) foi descrita por Humboldt e
Bonpland em 1807, no entanto somente em 1825 Poiteau a integrou a familia
Lecythidaceae (TONINI et al., 2008). Compreende uma espécie heliéfila encontrada em
florestas de terra firme com temperatura média de 24°C a 27 °C e umidade relativa do ar
acima de 80%. E tida como uma planta social ocorrendo em locais com grande
frequéncia como castanhais, podendo até se associar com outras espécies de grande
porte (SOUZA et al., 2008).

A érvore é de alto porte, podendo atingir entre 30m e 60m, com copa de 20m a
40m de diametro e tronco retilineo de 100cm a 180cm de didmetro. Sua madeira é
pesada, com densidade de 0,75 g cm", sendo macia ao corte e com cerne em coloragao
castanho-rosa, com superficie sem brilho, lisa ao tato e de boa resisténcia a organismos
xilofagos (SOUZA et al., 2008).

As sementes sdo disseminadas por roedores, como a cutia que as utilizam como
forma de alimentagdo. Algumas sementes podem ser consumidas de imediato pelo
animal, ou serem armazenadas para consumo posterior ou até abandonadas em outras
areas, onde germinam (TONINI et al., 2008).

Resultados propostos por Buratto e Carpes et al. (2011) afirmam que extratos
etanolicos de Bertholletia excelsa apresentam baixa quantidade de flavonoides e
compostos fendlicos, mas sua atividade antioxidante e elevada, sendo esta superior ao
antioxidante BHT utilizado em industrias de alimentos.

Estudos obtidos por Pires e Silva et al. (2011) confirmam a expressiva atividade
antioxidante da Castanheira-do-Brasil, porém demonstraram resultados opostos com
relacdo aos compostos fendlicos, afirmando que na Bertholletia excelsa ha uma
quantidade elevada dos mesmaos.

Alguns estudos demonstraram que o Selénio, presente na Castanheira, também é
capaz de apresentar uma resposta terapéutica alternativa para reducdo da atividade
inflamatoria (GONZALEZ et.al, 2009).

4. MATERIAL E METODOS.

4.1. Matéria-prima.

Coletaram-se cascas de Bertholletia excelsa na Reserva Ducke pelo grupo do
Prof. Dr. Anderson Guimaraes da UFAM-ITACOATICARA e as amostras foram
limpas, secas e trituradas para a elaboracdo do extrato. Coletaram-se amostras da planta
para identificacdo boténica junto ao herbario da UFAM.

4.2.  Preparacéo do extrato seco.

Preparou-se um extrato hidroetanélico com a proporcdo (1:1) com a relacdo de
droga solvente de 5% e deixado sob maceracdo a frio durante 72h. Ap6s isso, o liquido
foi filtrado e seco por nebulizacdo (spray drier) sem adicdo de adjuvantes.

4.3. Determinacgédo do potencial antioxidante.
4.3.1. Ensaio de DPPH.

Realizou-se este ensaio de acordo com Molyneux (2006) com pequenas
modificagdes que permitiu a utilizacdo de microplacas de 96 pocos. Inicialmente,
preparou-se a solucdo de DPPH (0,8 mmol/L). Em seguida foi feita a diluicdo da
solugdo de forma que sua absorbancia aproximou-se de 1.000+0,1. Na microplaca
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adicionou-se 30pL do extrato e 270uL da solucdo de DPPH, em triplicata. No controle
utilizou-se 0 mesmo volume do teste. Em seguida as microplacas foram incubadas em
temperatura ambiente na auséncia de luz por 30 minutos e entdo mensurou-se as
absorbancias em um leitor de microplacas (DTX800, Beckman) no comprimento de
onda 517nm. Para obtengdo da concentracdo minima inibitéria de 50% dos radicais
DPPH (IC50), uma curva de concentracao foi feita e a partir dela, gerou-se a equacéao da
reta, sendo os resultados desta equacdo em pmoles/mL. As solucdes do padrdo e da
amostra estdo em oitos concentracfes diferentes que irdo de 0,781 a 100ug/mL, estas
diluicdes sdo de 1:1 até a 8° diluicdo, o ultimo volume foi descartado. O Padrédo
utilizado nesta determinacdo foi a Quercetina. Os calculos de inibicdo foram feitos
mediante a formula seguir:
% Inibicdo = 100 x [1 — (Abs2 amostra — Abs controle)/Abs controle]

4.3.2. Teor de Fenolicos Totais.

Quantificou-se a concentracdo de fenois totais pelo método descrito por
Singleton & Rossi (1965) com algumas modificacGes. Inicialmente 10uL dos extratos
(Img/mL) mais 50uL da solugéo Folin-Ciocalteu (1:10) adicionados nas microplacas e
foram incubados por 8 minutos, logo apds adicionou-se o carbonato de sédio 0,4% e
novamente foi incubado por 3 minutos. Em seguida, procedeu-se a mensuragdo da
absorbancia em 620 nm. O padréo para teste foi o acido galico.

Fendis totais = (Abs amostra X100) / Abs padrédo

4.3.3. Teor de Flavonoides Totais.

A quantificacdo de flavonoides totais realizou-se mediante o método descrito por
Zhishen, Mengcheng, and Jianming (1999) com modificagdes. Inicialmente adicionou-
se 30uL extrato (Lmg/mL), 90uL de etanol, 6uL de cloreto de aluminio 10% e 6L de
acetato de potassio nas microplacas. Em seguida as amostras adicionadas foram
incubadas por 30 minutos, apds a incubacdo realizou-se a leitura no comprimento de
onda 510 nm. O célculo foi realizado de forma semelhante ao calculo da quantificacdo
de fendis totais. O padrdo desta quantificdo foi a Quercetina.

Flavonoides totais = Abs amostra X100

4.3.4. Atividade Antioxidante celular.

A avaliacdo da atividade antioxidante em células foi avaliada na linhagem de
fibroblastos 3T3L1 segundo o método descrito por WOLFE e LIU (2007). Foram
cultivados 6 x 104 células por poco em placa de 96 pogos. Apos 24 horas de incubacéo
em estufa de CO2 a 37 °C, o meio foi removido, os po¢os foram lavados com PBS e as
células foram tratadas em triplicata com 100 puL de tampao de Hanks contendo 10 pmol
de diclorofluoresceina, seguida de incubagdo por 30 minutos em estufa de CO2 a 37 °C.
Apbs o periodo de incubacdo, a solugdo foi descartada e as células foram lavadas com
PBS. Em seguida, 50 pL de solucdo contendo diferentes concentragfes dos compostos
(5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) foram adicionadas, juntamente com 50 pL de tampao de
Hanks e iniciou-se imediatamente as leituras no leitor de microplaca (DTX 800,
Beckman) com excitacdo 485 nm e emissdo 535 nm a cada 10 minutos até 60 minutos.
Como padrdo para o teste utilizou-se a Quercetina nas concentraces de 1; 2,5 e 5
pg/mL. De todas as concentracfes de amostras foi subtraido o valor de fluorescéncia do
branco no respectivo tempo. O potencial antioxidante foi expresso em unidades de
fluorescéncia. A concentracdo inibitoria mediana (CI150) foi calculada para o tempo de
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60 minutos conforme a formula abaixo, onde AF= fluorescéncia aos 60 minutos — A
fluorescéncia aos 0 minutos).
% inibicdo = 100 — (AF amostra / AF controle) x100

4.4.  Ensaio de viabilidade celular.

Antes de realizar os ensaios em cultura de célula verificou-se a citotoxicidade
dos compostos para que fossem determinadas as concentragdes ndo toxicas a serem
testadas nos ensaios subsequentes. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de alamar
blue segundo NAKAYAMA et al. (1997). Neste ensaio foram utilizados macréfagos da
linhagem J774. Os macrofagos foram cultivados na concentracéo de 5 x 103 células por
poco em placas de 96 pocos. Apo6s 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as
mesmas foram tratadas com o extrato seco nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50 pg/mL.
As células foram tratadas em quadruplicata para cada periodo de tratamento (24, 48 e
72h). Como controle positivo de morte, avaliou-se a citotoxicidade da Doxorrubicina
(5pg/mL) e controle negativo somente meio de cultura. Para avaliar a influéncia do
diluente DMSO, realizou-se um controle contendo somente DMSO. Ap6s o periodo de
tratamento (24, 48 e 72 horas) adicionou-se 10 uL de resazurina 0,4% (diluida 1:20).
Apos o tempo de metabolizacdo da resazurina padronizado, que compreende 2 horas, foi
realizada a leitura da fluorescéncia.

A viabilidade foi calculada conforme a férmula abaixo, onde Ft= (fluorescéncia
da célula + meio + substancia + resazurina) ¢ AFb= (fluorescéncia da célula + meio +
resazurina).

% viabilidade = (Ft x 100)/Fb

4.5.  Atividade Anti-inflamatoria in vitro.

Neste estudo utilizou-se macrofagos da linhagem RAW 264.7. Essa linhagem
teve as condic¢des de cultivo adaptadas para o Laboratorio de Atividade Bioldgica Il da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Todos os procedimentos envolvendo o
cultivo celular realizaram-se em capela de fluxo laminar vertical (VECO). Os
macrdéfagos da linhagem RAW 264.7 sdo macrofagos murinos transformados pela
injecdo intraperitoneal do virus de leucemia Abelson, obtidos da ascite de ratos
BALBI/c. Estas células possuem receptores para imunoglobulinas e produzem lisozimas.
Também sdo capazes de responder de forma similar aos macrofagos obtidos diretamente
de camundongos, além de serem alvos de ativacdo por polissacarideos
(RAMAMOORTHY; TIZARD, 1998). Os macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram
adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas
congeladas em nitrogénio liquido, no Laboratério de Atividade Biologica Il (BIOPHAR
I) da Universidade Federal do Amazonas. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo de Eagle (DMEM) (fabricante GIBCO), com baixa glicose,
suplementado com soro fetal bovino 10 % (GIBCO), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 U/mL). As células foram incubadas em 5 % CO2 atmosféricos a
37°C. Apds a formacdo de uma monocamada confluente, as células foram descoladas
das garrafas de cultivo com auxilio de “cell scraper” (TPP) para dispersao das células e
ressuspensas em meio DMEM contendo 10 % de SFB e, posteriormente, distribuidas
em placas de cultura de células (96 ou 6 orificios) em uma densidade (n° de células/mL)
de acordo com a necessidade de cada ensaio.

4.6.  Atividade inibitéria sobre ativagdo por macrofagos.
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Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram plaqueados na densidade 1 x 106
células/mL em placas de 6 pocgos seguindo-se adesdo por 24 h a 37°C, em atmosfera
com 5% de CO2. Apo6s aderéncia, o meio foi retirado e adicionado meio de cultivo
DMEM suplementado com 10% de SFB com volume de 1000 pL/pogo. As células
foram estimuladas pela adi¢do de lipopolissacarideo - LPS (concentragdo final 1pg/mL)
e tratadas juntamente com o extrato seco nas concentracGes de 5, 10, 25, 50 e 100
pg/mL. Para o experimento controle as células foram cultivadas apenas com meio de
cultivo DMEM suplementado com 10% de SFB. Em seguida, as células foram
incubadas por mais 24 horas a 37°C, 5% de CO2, coletou-se o sobrenadante celular e
aliquotas foram congeladas (-20°C) para posterior analise das citocinas.

4.7.  Determinacdo de nitrito.

A producdo de NO- foi medida pela dosagem de seus produtos de degradacgao,
nitrito, mais estaveis, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a sulfanilamida em meio &cido para formar um composto
intermediério, o sal de diazonio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina
(NED) formando um composto azo estavel de coloragdo purpura, podendo assim ser
quantificado espectrofotometricamente a 550 nm (GREEN et al., 1982).

Para a determinagdo da produgdo de NOe, 100 puL do sobrenadante celular
submeteu-se a reacdo com igual volume do reagente de Griess. Para o preparo deste
reagente, utilizou-se solucBes estoques de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%)
dissolvido em H3PO4 (5%) e de sulfanilamida a 1% dissolvida em H3PO4 (5%). Pouco
antes do uso, as soluc¢des foram adicionados na propor¢do 1:1, formando o reagente de
Griess propriamente dito. Apds o periodo de incubacdo de 10 minutos as amostras
foram lidas em leitor de microplacas (DTX 800, Beckman) a 560 nm. O célculo das
concentracdes de nitrito realizou-se com base em curvas padrées utilizando diferentes
concentracdes de NaNO3 (15 uM ate 1000 uM).

5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Determinacao de atividade antioxidante pelo método de DPPH.
Com o intuito de se avaliar a atividade antioxidante do extrato de Bertholletia

excelsa, utilizou-se 0 método do DPPH em varias dilui¢cdes. OS resultados séo obtidos
pelo potencial de reducédo do extrato com relacdo ao DPPH e expressos em porcentagem
de inibicdo.

A Figura 1 compara os resultados do extrato de Bertholletia excelsa com o
padrdo utilizado, Quercetina.
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Figura 1: O grafico A apresenta a curva com as diluicdes do extrato de Bertholletia excelsa,
enquanto o grafico B representa a curva do padrao Quercetina no método de DPPH.

O teste de DPPH demonstra que o extrato da casca do caule de Bertholletia
excelsa é um bom antioxidante, obtendo valor de concentracao inibitoria (CI150) baixo e

aproximado a Quercetina.
5.2.
ABTSe+.

Determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical

Para confirmar-se o potencial antioxidante do extrato de Bertholletia excelsa
utilizou-se o método da captura do radical ABTSe+. Tal ensaio é baseado na capacidade
dos antioxidantes capturarem o cation ABTSe+, produzindo assim decréscimo na

absorbancia.

A Figura 2 apresenta os dados de porcentagem de inibicdo das diluicdes do

extrato de Bertholletia excelsa em comparagdo com a Quercetina.
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Figura 2: Comparagao entre as curvas pelo método do Radical de ABTSe+, onde o Grafico A

representa as diluigdes de Bertholletia excelsa e o grafico B as diluigdes de Quercetina.

O método do Radical ABTSe+ confirma a condi¢do do extrato de Bertholletia
excelsa como antioxidante. Observa-se que neste teste o extrato demonstrou-se superior

a Quercetina, padréo utilizado, apresentando C150 mais baixo.

5.3.  Determinacéo de Fenois e Flavonoides Totais.

150
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Compostos fendlicos sdo substancias responsaveis pelo potencial antioxidante
em vérias espécies de plantas. Para que essas substancias sejam consideradas
antioxidantes ao exercer seu papel bioldgico, é necessario que as mesmas, mesmo em
baixas concentracGes, consigam impedir, prevenir ou retardar a oxidagdo (SOARES,
2008). Dentre os varios compostos fendlicos existentes, os flavonoides se apresentam
como uma das classes principais, apresentando importante papel no potencial
antioxidante de um extrato.

A Figura 3 apresenta a curva de calibracdo dos padroes utilizados.
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Figura 3: Grafico A apresenta a curva de calibragdo de Fenéis Totais com Acido Galico,
enquanto o grafico B representa a curva de calibragdo do método de Flavonoides Totais com
Quercetina.
Usando a curva de calibracdo de Fendis, estima-se que haja 33,58 = 0,25

miligramas equivalentes de &cido galico para o extrato de Bertholletia excelsa. J& com
relacdo a flavonoides obteve-se 32,16216 + 2,08 pugeq.Q/ml.

Comparando os resultados, percebe-se que o extrato hidroetandlico de
Bertholletia excelsa, com valor de CI50 7,67 mg/mL, aproxima-se da atividade
antioxidante da vitamina C.

5.4.  Viabilidade Celular.

Os testes de viabilidade celular sobre os macréfagos J774 foram feitos utilizando
peroxido de hidrogénio em concentragdes de 80uM e 100uM e as amostras de
Bertholletia excelsa e Quercetina em diferentes concentracfes. Obteve-se os resultados
abaixo:

30
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Figura 4: Testes de viabilidade celular de extrato de Bertholletia excelsa e Quercetina sobre
macréfagos em concentragoes de 80uM (A) e 100uM (B) de perdxido de Hidrogénio, onde C
(+) representa o tratamento celular apenas com peréxido e C (-) as células tratadas sem
perdxido.

Viabilidade celular (%0)

Comparando-se os ensaios de viabilidade celular com as duas concentragdes de
peroxido (80uM e 100uM), observamos que as concentracdes do extrato de Bertholletia
excelsa mostraram-se mais eficazes com a o Peroxido de Hidrogénio a 100uM,
demonstrando certa distancia dos resultados de morte celular, apenas com peroxido, e se
aproximando dos resultados do padréo (Quercetina).

A partir desses dados, foram realizados mais alguns testes com o extrato de
Bertholletia excelsa e Quercetina para comparacao de possiveis efeitos citotoxicos.
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Figura 5: Viabilidade celular com extrato de Bertholletia excelsa (A) e abaixo viabilidade
celular com Quercetina (B).
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Enquanto que na concentracdo de 100ug de Quercetina observou-se um aumento
de 158% no numero de células (devido a proliferacdo celular), o extrato de Bertholletia
excelsa ndo demonstrou muita discrepancia com relacdo as diferentes concentracdes,
sendo que na amostra com 25ug observou-se seu melhor resultado com aumento de
14% no numero de células com relacdo ao inicio do ensaio.

5.5.  Atividade Antioxidante Celular.

A avaliagdo da atividade antioxidante em fibroblastos 3T3L1 foi realizada
utilizando-se o extrato de Bertholletia excelsa em diferentes concentracdes e como
padrdo utilizou-se a Quercetina na concentracdo de 5 pug/mL como é observado na
figura abaixo:
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Figura 6: Comparacdo da atividade antioxidante celular da Quercetina (5 pg/mL) e do extrato
de Bertholletia excelsa em diferentes concentragées.

Na concentragdo de 50ug/mL o extrato de Bertholletia excelsa conseguiu inibir a
morte de 49,77% das células, ndo conseguindo ser mais efetivo que o padrdo de

Quercetina que na concentragdo de 5 pg/mL conseguiu inibir em 71,91% a morte
celular.

Com relacdo a viabilidade celular, o extrato seco de Bertholletia excelsa
apresentou pouca ou quase nenhuma morte celular em quase todas as concentracoes,
podendo ser observado que em algumas das mesmas houve proliferacdo celular. Ao se
comparar com ensaios feitos por Martinez (2011), utilizando prépolis de Apis mellifera,
partindo da mesma metodologia, podemos concluir que o extrato de Bertholletia excelsa
apresenta menor citotoxicidade, pois mesmo estando em concentragdes de 3,12ug até
100pg apresentou menor letalidade que a propolis que na concentragdo de 0,5pug ja
apresentava consideravel taxa de letalidade celular. Estudos realizados por lha et. al
(2008), com o extrato etanolico de frutos de P. guajava, obtiveram resultados similares
ndo apresentando citotoxicidade, assim como o extrato de Bertholletia excelsa, para a
linhagem J774 até a concentracdo de 50 pg/ mL.

5.6. Atividade Anti-inflamatoria.

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foi realizada pela determinacdo de
nitrito, na qual as células sdo induzidas a um processo inflamatorio ao adicionar-se LPS,
um dos componentes da membrana celular das bactérias, e o extrato de Bertholletia
excelsa e Dexametasona (anti-inflamatério padrdo). Tal atividade anti-inflamatéria é
medida pela dosagem de produtos de degradacdo mais estaveis celulares, utilizando o
reagente de Griess. Quanto mais nitrito produzido, maior foi o quadro inflamatdrio
celular, significando uma menor atividade anti-inflamatdria do extrato.
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Ao se comparar os resultados do extrato de Bertholletia excelsa, observa-se que
houve impedimento na producdo de 6xido nitrico, sinalizando que o extrato apresenta
efeitos anti-inflamatérios, estando proximo dos resultados apresentados pela
Dexametasona. Fato ilustrado na figura abaixo:
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Figura 7: Avaliagao da atividade anti-inflamatoria comparativa entre o extrato de Bertholletia
excelsa (A) e o padrdo, Dexametasona (B), onde C (+) representa o controle utilizando apenas
LPS.

O extrato de Bertholletia excelsa apresentou atividade anti-inflamatdria a partir
da concentracdo de 6,25ug. Ja o extrato etanélico bruto de Lychnophora passerina em
estudos propostos por Oliveira (2010), apresentou atividade anti-inflamatoria na
concentracdo de 2,5ug, tendo assim uma melhor atividade anti-inflamatéria que o
extrato seco de Bertholletia excelsa no ensaio de determinacéo de nitritos.
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5.CONCLUSAO.

O extrato seco Bertholletia excelsa ndo apresenta letalidade significativa pelo
método de alamar blue, estando apto & utilizacéo celular.

Com o conjunto de resultados obtidos a partir do referido trabalho, podemos
concluir que o extrato do caule de Bertholletia excelsa apresenta grande poder
antioxidante, devido ao seu alto teor de compostos fenodlicos, estando préximos dos
resultados obtidos pela Quercetina (padrdo) de acordo com os ensaios de DPPH, ABTS,
Fendis Totais, Flavonoides Totais e Antioxidante Celular.

O extrato seco de Bertholletia excelsa apresentou atividade anti-inflamatoria no
ensaio de determinacdo de nitrito, com resultados préximos ao padrdo Dexametasona.

Com os resultados positivos para atividade antioxidante e anti-inflamatéria do
extrato seco de Bertholletia excelsa pode-se realizar mais alguns estudos para que o
mesmo possa vir a ser utilizado com sua propriedade antioxidante em alimentos,
medicamentos e cosméticos. Quando se trata de atividade anti-inflamatdria, o extrato de
Bertholletia excelsa pode ser estudado utilizando outros métodos, com a finalidade, de
futuramente, poder ser utilizado como tratamento em processos inflamatorios.



20

6. REFERENCIAS BILIOGRAFICAS.

BIANCHI, Maria L. P.; ANTUNES, Lusania M. G. Radicais livres e 0s principais
antioxidantes da dieta. Revista de Nutricdo, vol. 12, Campinas, agosto, 1999.

BRAGA, Adriano C. et al. Atividade Antioxidante e quantificacdo de compostos
bioativos dos frutos de abric6 (Mammea americana). Revista Alimento e Nutri¢do, vol.
21, p.31-36, Araraquara, jan./mar. 2010.

BURATTO, Ana P.; CARPES, Solange T.; VECCHIA, Paula D.; LOSS, Edenes M. S.;
APPELT, Patricia. Determinacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana em
Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa). UTFPR — Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand — Campus Pato Branco. Revista Brasileira de Pesquisa em Alimentos, Campo
Mouréo (PR), Vol. 2, n.1, p 60-65, Jan./Jun. 2011.

CARDOSO, Luciana M. et al. Efeitos biologicos das antocianidinas no processo
aterosclerdtico. La Revista Colombiana de Ciencias Quimico Farmacéuticas, vol. 40,
2011.

GONZALEZ, Celso M. et al. Efecto antiinflamatorio del selenio en pacientes sépticos.
Revista de la Asociacion Mexicana de Medicina. Vol. 23, NUm. 4, p. 199-205,
Out./Dez. 2009.

GREEN, L. C.; WAGNER, D. A.; GLOGOWSKI, J.; SKIPPER, P. L.; WISHNOK, J.
S.; TANNENBAUM, S. R. Analysis of nitrate, nitrite, and [*°N nitrates] in biological
fluids. Analytical Biochemistry, v. 26, p. 131-138, 1982.

IHA, Silvia M. et al. Estudo fitoquimico de goiaba (Psidium guajava L.) com potencial
antioxidante para o desenvolvimento de formulagéo fitocosmética. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 18(3): 387-393, Jul./Set. 2008.

KVIECINSKI, Maicon R. Avaliacdo das atividades antioxidante, antiinflamatéria e
antitumoral do extrato bruto hidro-etandlico e fragdes de Bidens pilosa L. (Asteraceae).
Universidade Federal de Santa Catarina. Florianopolis, 2007.

LEITE, Heitor P.; SARNI, Roseli S. Radicais livres, anti-oxidantes e nutricdo. Revista
Brasileira de Nutricao Clinica. Vol. 18, pg. 87-94, 2003.

MARTINEZ, Clarissa R. Caracterizacdo quimica e citotoxicidade da propolis de Apis
mellifera sobre fibroblastos da mucosa oral humana: estudo in vitro. Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS. Campo Grande, 2011.

OLIVEIRA, Patricia C. Estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de
Lychnophora passerina (Mart ex DC) Gardn (Asteraceae). Universidade Federal de
Ouro Preto — UFOP. Escola de Farmécia. Ouro Preto, 2010.



21

PEREIRA, A. L. F.; VIDAL, T. F.; CONSTANT, P. B. L. Antioxidantes alimentares:
importancia quimica e biologica. Nutrire: Revista da Sociedade Brasileira de
Alimentacdo e Nutri¢do. Sdo Paulo, SP, vol.34, n.3, p.231-247, dez. 2009.

PIRES, Liliane V. et al. Investigacdo de Selénio e dos compostos fenolicos presentes na
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K) e sua atividade antioxidante in vitro.
Revista da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e Nutri¢do, Sdo Paulo, SP, vol. 36, p.
1-354, jun. 2011.

RAMOS, Valderez A. et al. Papel do estresse oxidativo na manutencdo da inflamagao
em pacientes com artrite reumatoide juvenil. Jornal de Pediatria - Vol. 76, N°2, 2000.

SALOMAO, Rafael P. Densidade, estrutura e distribuicio espacial de castanheira-do-
Brasil (Bertholletia excelsa H. & B.) em dois platds de floresta ombrofila densa na
Amazonia setentrional brasileira. Bol. Mus. Para. Emilio Goeldi. Ciéncias Naturais,
Belém, v. 4, n. 1, p. 11-25, jan.- abr. 2009

SOARES, Marcia et al. Avaliagdo da atividade antioxidante e identificacdo dos acidos
fendlicos presentes no bagaco de maca cv. Gala. Revista Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Campinas, jul./set. 2008.

SOUZA, Cintia R. et al. Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa Humb. &Bonpl.).
EMBRAPA, Amazonia Ocidental, Manaus, 2008.

TONINI, Hélio et al. Estrutura e producéo de duas populagdes nativas de Castanheira-
do-Brasil (Bertholletia excelsa O. Berg) em Roraima. Revista Floresta, vol. 38, n. 3,
Curitiba, PR, jul./set. 2008.

WIESE, Luiz P. L. Avaliacdo de atividade antioxidante e antiinflamatdria de extrato e
fracbes de Alternanthera tenella colla. Universidade de Santa Catarina. Floriandpolis,
2008.

WOLFE, K. L.; LIU, R. H. Cellular antioxidant activity (CAA) assay for assessing
antioxidants, foods, and dietary supplements. J Agric Food Chem., n. 55, v. 22, p. 8896-
8907, 2007.



