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RESUMO

A Diabetes Mellitus é uma doenca metabdlica cronica, que pode acarretar em
elevados niveis de glicose no sangue, uma das alternativas para minimizar os efeitos
negativos relacionados a hiperglicemia € a inibicdo das enzimas hidrolisantes de
carboidratos. Além disso, outra doenca que tem causado grande preocupacao € o
Alzheimer, em que uma das hipéteses de sua causa € a que envolve o funcionamento
do sistema colinérgico. A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma conifera,
pertencente a familia Araucariaceae, cultivada principalmente no sul do Brasil, alguns
estudos comprovam a presenca de compostos fenélicos nas cascas e sementes do
pinhdo, os quais podem atuar como agentes antioxidantes. Diante disso, o0 objetivo
deste trabalho foi caracterizar os extratos dos residuos (AC — 4gua do cozimento e
CP — extrato da casca) gerados a partir do consumo do pinhdo e avaliar suas
bioatividade. Foram avaliados os efeitos da presenca dos extratos na atividade das
enzimas a-amilase salivar humana e pancreatica suina por meio de testes in vitro e in
vivo e também da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase. Os resultados de 1C50
obtidos para alfa amilase salivar foram de 740 e 129 pg.mL™! e para pancreatica suina
de 1871,66 e 460,70 pg.mL%, para os extratos AC e CP respectivamente, enquanto
que para a acetilcolinestarese foram de 7,31 mg.mL* na presenca de AC e 8,09
mg.mL™* para CP e nos ensaios com a butirilcolinesterase foram de 1,94 mg.mL' e
6,96 mg.mL?! para AC e CP, ainda CP apresentou atividade citotéxica a células
tumorais. Esses dados demonstraram que ambos os extratos podem ser considerados
como possivel alternativa ao tratamento convencional de doencas como a diabetes e
0 Alzheimer.

Palavras-chave: Pinhao. Alfa-amilase. Colinesterases. Antioxidantes.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disease, which can lead to high blood glucose
levels, one of the alternatives to minimize effects related to hyperglycemia is the
inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes. In addition, another disease that has
caused great concern is Alzheimer’s, in which one of its hypotheses is that it involves
the functioning of cholinergic system. Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze is a
conifer belonging to the Araucariaceae family, grown mainly in southern Brazil, some
studies have shown the phenolic compounds in the pine shells and seeds, which may
act as antioxidants agents. Therefore, the objective of this work was to characterize
the residues extracts (CW and PS) from pinhdo consumption and to evaluate its
bioactivity. The effects of the extracts presence on the activity of human salivary and
porcine pancreatic amylases by in vitro and in vivo tests and also acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase. CI50 results used for alpha amylase were 740 and 129
ug.mL* and for porcine pancreatic 1871.66 and 460.70 pg.mL-! for extracts CW and
PS respectively, while for acetylcholinesterase were 7.31 pg.mL* for WC and 8.09
ug.mL-* for PS and butyrylcholinesterase assays were 1.94 ug.mL! and 6.96 pg.mL?
for WC and PS, also PS presented cytotoxic activity to tumor cells. These data showed
that both extracts acted as enzyme inhibitors and could contribute to the treatment of
diseases such as diabetes and Alzheimer’s.

Key-words: Pinhdo. Alpha-Amylase. Cholinesterases. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de algumas doencas, como as neurodegenerativas,
cardiovasculares, cancer e diabetes tem sido associado a acumulacdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) no organismo. Assim, a
compreensao sobre os mecanismos e a importancia do uso de agentes antioxidantes
tem se tornado foco de investigacdo dos pesquisadores, uma vez que essas
substancias sdo capazes de reduzir o estresse oxidativo, minimizando ou
interrompendo as reagdes em cadeia de radicais livres (AGUIAR; ESTEVINHO;
SANTOS, 2016).

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crbnica causada por
deficiéncias, inerentes ou adquiridas, na secrecao de insulina ou pela diminuicdo da
sensibilidade dos 6rgdos em responder a esse horménio, gerando elevados niveis de
glicose no sangue. O aumento no numero de diabéticos, juntamente com os efeitos
adversos de algumas drogas sintéticas tém contribuido para crescente procura de
compostos alternativos, que sejam relativamente mais baratos e apresentem menos
efeitos colaterais (DONG et al., 2012).

Os tratamentos convencionais incluem a reducdo da demanda por insulina, a
estimulacdo da secrecdo enddgena de insulina, o aprimoramento da sua acdo nos
tecidos alvos e a inibicdo da degradacao de oligo e dissacarideos (FUNKE; MELZIG,
2006). Isto pode ser conseguido pela inibicho de enzimas hidrolisantes de
carboidratos, tais como a a-amilase (EC 3.2.1.1) e a a-glicosidase (EC 3.2.1.20),
presentes no trato gastrointestinal, levando a um controle da hiperglicemia pos-
prandial (NAMJOYAN; DASTJERDI; EBRAHIM AZEMI, 2015).

Além disso, outra doenca que tem intrigado os especialistas é o Alzheimer (DA),
uma doencga neurodegenerativa, em que dentre 0s sintomas mais comuns estao perda
de memodria, disfuncdes cognitivas, distlirbios comportamentais e dificuldade para a
realizacdo de atividades diarias e intelectuais. Estima-se que mais de 35 milhdes de
pessoas no mundo sofram com essa doenca e que, até 2050, esse nimero possa
aumentar para mais de 115 milhdes de individuos (JUNG et al., 2016).

Uma das hipdteses sobre a causa do Alzheimer € a que envolve o sistema
colinérgico, sendo caracterizado pelo baixo nivel de acetilcolina durante a transmissao
colinérgica. Sabe-se que as enzimas acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e a

butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8) desempenham papel fundamental no encerramento
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da transmissdo do impulso nervoso, pois sdo responsaveis pela hidrolise da
acetilcolina em acetato e colina (LI et al., 2017; MENENDEZ-HELMAN et al., 2015).
Sendo assim, a inibicdo das enzimas colinesterases pode ser uma alternativa para o
tratamento dessa doenca (LIU et al., 2017), e o uso de compostos bioativos com a
finalidade de modular essas enzimas tem se mostrado promissor para a minimizagao
de danos cognitivos (ROCHA et al., 2018).

Dentre esses compostos destaca-se a semente de araucaria (pinhao), que de
acordo com Ribeiro, Santos e Bittencourt (2015) representa uma porcao expressiva
na economia do estado do Parand, Brasil, sendo de grande interesse para a obtencéo
de substancias bioativas, apesar da reconhecida informalidade na producéo, ja podem
ser encontrados produtos industrializados a base de pinhdo, como conservas e
cervejas (DE FREITAS et al., 2018).

Daudt et al. (2015) realizaram um estudo de caracterizagéo do extrato aquoso
das cascas do pinhao e observaram que este apresentou uma quantidade significativa
de compostos fenodlicos, sendo seu uso considerado relevante como agente
antioxidante. Em outro estudo, Da Silva et al. (2014) aplicaram extratos obtidos a partir
da casca de pinhdo (70% de etanol em agua) como inibidor de a-amilase. Os autores
observaram que a composicdo de taninos do extrato era rica em procianidinas
(catequina, epicatequina e ésteres de acido galico), sendo o extrato considerado um
inibidor eficaz da a-amilase salivar humana e pancreética de suinos. Eles constataram
gue o extrato da casca de pinhdo também foi eficaz na diminuicdo dos niveis de
glicose no sangue de ratos Wistar ap0s a administracdo de amido.

Assim, a proposta deste trabalho é obter extratos provenientes do
processamento do pinhdo (AC- agua residual do cozimento e CP-extrato da casca
residual do pinh&o), caracteriza-los e avaliar a viabilidade dos mesmos em relacéo a
capacidade antioxidante, ao efeito inibitério sobre as enzimas a-amilase (salivar
humana e pancreatica suina), colinesterases (acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase), citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais e atividade
anti-inflamatoéria, o que poderia colaborar para o tratamento de doengas como a

diabetes e o Alzheimer.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € a avaliacdo da bioatividade de extratos de

residuos de pinhéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos provenientes dos residuos gerados pela preparacdo do
pinhdo para o consumo (dgua do cozimento e cascas);

e Caracterizar 0s extratos obtidos quanto as suas propriedades térmicas
(Calorimetria Diferencial de Varredura, DSC) e estruturas quimicas
(Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier, FTIR);

e Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos pelo método de DPPH;

e Determinar o percentual de inibicdo na atividade da enzima a-amilase (salivar
humana e pancreatica suina) pelos extratos em testes in vitro e in vivo;

e Analisar o efeito dos extratos na atividade das enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase por meio de testes in vitro, utilizando material biolégico
obtido de Drosophila melanogaster;

e Realizar ensaios citotoxicos em linhagens celulares e ensaio de atividade anti-

inflamatéria na presenca dos extratos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos sdo metabdlitos sintetizados por plantas, que podem
ser extraidos e empregados em nutracéuticos, alimentos processados e também na
industria farmacéutica (PURI; SHARMA; BARROW, 2012). Englobam componentes
essenciais e ndo essenciais, que estdo presentes na natureza, inseridos na cadeia
alimentar e que podem apresentar efeitos na satde humana (BIESALSKI et al., 2009).

As substancias bioativas presentes nos alimentos apresentam diversas
estruturas quimicas (SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2018),
podendo ser classificadas em trés grandes grupos: terpenos e terpendides, alcaloides
e fendlicos (AZMIR et al., 2013). Na maioria dos casos, 0s compostos sdo obtidos de
diversas fontes e por diferentes meios de extracdo, em que fatores como mecanismo,
tempo, temperatura e tipo de solvente sdo de fundamental importancia para a
eficiéncia da extracdo (BONILLA et al., 2015).

Diversas sdo as evidéncias de que esses compostos apresentam
potencialidade para serem utilizados pelos seres humanos a fim de promover salude
e reduzir os riscos de doencgas cronicas, como doencas cardiovasculares, cancer e
Alzheimer (PURI; SHARMA; BARROW, 2012). Por essa razdo, existem muitos
estudos que se concentram em suas atividades biologicas, tais como antidiabéticos,
anticancerigenos, anticoagulantes, anti-hipertensivos, antioxidantes, antibacterianos,

antifiingicos, entre outras (ZHAO et al., 2018).

3.2 ACAO ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo utilizados como aditivos em alimentos com o intuito de
minimizar os efeitos da oxidagdo lipidica. Além do mais, ha relatos que essas
substancias sao de grande interesse em aplicacdes clinicas e bioldgicas, por atuarem
na protecdo do corpo humano contra danos causados por espécies reativas de
oxigénio (EROs) (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Embora as EROs desempenhem
papel fundamental em vias celulares e na regulacdo de concentracdes fisioldgicas, a
geracao excessiva destas espécies podem resultar em danos oxidativos que podem
estar associados a incidéncia de diversas doencas, como as neurodegenerativas,
cancer e diabetes (MANOHARAN et al., 2016).
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O organismo humano possui mecanismos préprios para combater os efeitos
dessas espécies, como a producao de antioxidantes enddgenos ou exdgenos, visando
a eliminacao dos efeitos toxicos gerados pelos radicais livres, protecéo das células e,
consequentemente prevencdo de doencas (ULLAH, 2016). Estes agentes atuam no
corpo humano por diferentes mecanismos de defesa, dentre eles se destacam a
diminuicdo da concentracdo de oxigénio, minimizacdo da atividade de enzimas proé-
oxidantes, aumento da eficiéncia no transporte de elétrons nas mitocondrias,
prevencdo da reacdo de iniciacdo e propagacdo de radicais livres, entre outros
(SURAI, 2015).

J& a producdo de compostos téxicos ao organismo é facilitada pelo estresse
oxidativo, que pode resultar na geracdo e agregacdo desenfreada de proteinas AR
(hipotese amiloide), estimulacdo de multiplos eventos neurotoxicos e producdo de
EROs, formando um ciclo para a Iiniciagdo e a complicacdo de doencas
neurodegenerativas (HANAFY et al., 2017; UDDIN; MAMUN; AKTER, 2016).

A maior parte da geracao primaria de espécies reativas de oxigénio ocorre nas
mitocondrias (ATASHI; MODARRESSI; PEPPER, 2015). Durante o transporte de
elétrons nas mitocondrias, os elétrons séo transferidos para moléculas de oxigénio
(O2), produzindo moléculas de agua. No entanto, quando apenas um elétron é
recebido, o oxigénio é reduzido a superéxido, que por sua vez, pode ser convertido a
peréxido de hidrogénio. Este perdxido pode ser catalisado, formando um radical
hidroxila altamente reativo (TONG et al., 2015).

Acredita-se que disfungdes mitocondriais aliadas a baixas concentracdes de
antioxidantes podem estar relacionadas com o aparecimento de diversas doencas
(MANOHARAN et al., 2016). Como por exemplo, o fato de que a avaliacdo de
pacientes diagnosticados com a doenca de Alzheimer tem relevado a presenca de um
alto nivel de lipidios em seu lobo temporal e, consequentemente, uma maior taxa de
peroxidacdo lipidica, que pode ser justificada pela baixa concentracdo de agentes
antioxidantes enzimaticos e ndo enziméaticos presentes no organismo (MANOHARAN
et al., 2016).

Aléem disso, o0 estresse oxidativo também pode estar relacionado com o
desenvolvimento da diabetes, uma vez que durante o metabolismo oxidativo nas
mitocondrias pode ocorrer a formagédo de radicais livres de oxigénio, o que implica
diretamente na modulagdo da insulina, em que por um lado, as espécies sdo

produzidas em resposta a sinalizacdo do hormonio e exercem sua funcéao fisiologica
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normalmente e de outro, apresentam regulacdo negativa, fazendo com que aumente
a resisténcia a insulina, tornando um fator de risco para a diabetes tipo 2 (ULLAH,
2016).

3.3 ENZIMAS HIDROLISANTES: a-AMILASES

A diabetes Mellitus € uma doenca metabdlica cronica, causada por alteracdes
ou deficiéncias na producao de insulina (STOJKOVIC et al., 2019). Cerca de 90% dos
pacientes diagnosticados apresentam diabetes do tipo 2 e estima-se que até 2030 o
namero de pacientes que sofrerdo com a doenca sera de 180 milhfes de pessoas em
todo o mundo (SEMAAN et al., 2017; SENTHIL et al., 2019).

A diabetes tipo 1 ocorre predominantemente em criancas e jovens, e é
caracterizada pela destruicao das células B-pancreaticas produtoras de insulina, o que
consequentemente causa a falta deste hormonio, exigindo sua reposicdo exégena
(RAWSHANI et al., 2017).

J& a diabetes tipo 2 pode ocorrer pela insuficiéncia ou deficiéncia na secrecao
da insulina pelas células B-pancreéticas ou entdo, pela falta ou diminuicdo da
sensibilidade dos receptores de insulina, gerando elevados niveis de glicose no
sangue (DURAISWAMY et al.,, 2016). A ingestdo excessiva de carboidratos, a
obesidade e o estilo de vida tornam-se agravantes para o desenvolvimento desse tipo
da doenca (JUSTINO et al., 2018).

Uma das principais fontes de carboidratos para o ser humano € o amido, sendo
composto de amilose, um polimero predominantemente linear, em que as unidades
de glicose s&o unidas por meio de ligacbes a (1,4) e pela amilopectina, que é
altamente ramificada, devido a presenca das ligacbes a (1,6) (DHITAL; GIDLEY;
WARREN, 2015; SVIHUS; HERVIK, 2016).

O amido da dieta é digerido pela a-amilase, que o degrada em maltose. Em
seguida, pela acao a-glicosidase, ocorre a formacao de unidades de glicose. A rapida
degradacdo do amido resulta em altos niveis de glicose no sangue, também
conhecidos como hiperglicemia pés-prandial (SENTHIL et al., 2019). Assim, o controle
dos niveis de glicose ainda continua sendo o principal mecanismo no tratamento de
pacientes diagnosticados com diabetes tipo 2, que pode ser alcancado pela inibicao
das enzimas hidrolisantes (MAZZUCCHELLI et al., 2015).
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A inibicdo pode ser conseguida pelo uso de substancias comerciais como a
acarbose, voglibose e miglitol, que podem ser utilizadas isoladas ou em combinacé&o
com secretagogos de insulina. Contudo, estes compostos sdo relatados como
causadores de varios efeitos colaterais, tais como disturbios hepaticos, flatuléncias e
cOlicas abdominais. Além disso, alguns deles podem aumentar a incidéncia de
tumores renais, lesdo hepéatica e hepatite aguda (SHOBANA; SREERAMA;
MALLESHI, 2009).

Assim, diversos estudos tém investigado fontes alternativas para estas
substancias, principalmente provenientes de compostos naturais derivados de
produtos vegetais e agricolas, como os compostos fendlicos que apresentam
atividade inibitéria de moderada a alta contra a a-amilase e a a-glicosidase, sem os
efeitos colaterais negativos associados aos inibidores sintéticos (NYAMBE-SILAVWE
et al., 2015).

O efeito inibitdrio pode estar relacionado com a estrutura molecular dos fenadis,
sendo resultado das interacfes dos polifendis com a enzima, tais como ligacfes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila e o sitio ativo da enzima e interacdes hidrofébicas
entre anéis aromaticos dos polifendis com a enzima (SUN; GIDLEY; WARREN, 2017).

Os compostos avaliados por tais estudos tém sido extraidos de cevada
(RAMAKRISHNA et al., 2017), folhas de graviola (JUSTINO et al., 2018), camomila,
alecrim, jamboldo, meldo de séo caetano, entre outros (FRANCO et al., 2018). Além
disso, estes compostos bioativos também possuem fortes potenciais de eliminacéo de
radicais livres, consequéncia de sua alta capacidade antioxidante e potencialmente
podem ajudar a mitigar os efeitos do estresse oxidativo cronico induzido pela
hiperglicemia (WICKRAMARATNE; PUNCHIHEWA; WICKRAMARATNE, 2016).

Outra doenca gue também tem chamado a atencao das organiza¢des de saude
€ o Alzheimer, que tem sido descrito como diabetes tipo 3 e sua incidéncia pode estar
associada a diabetes tipo 2. Alguns estudos defendem que as proteinas relacionadas
com a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase desempenham papel primordial na

resisténcia da insulina e no metabolismo lipidico (WIWANITKIT, 2008).

3.4 COLINESTERASES: ACETILCOLINESTERASE E BUTIRILCOLINESTERASE

Ainda ndo ha um consenso sobre a causa do Alzheimer, algumas hipoteses

sdo que o desenvolvimento da doenca estaria ligado com a perda de sinapses,
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estresse oxidativo, anormalidades funcionais e estruturais das mitocondrias,
modificacdes hormonais, alteragbes na neurotransmissdo colinérgica, entre outras
(KANDIMALLA; THIRUMALA; REDDY, 2017).

Todavia, a hipotese colinérgica defende que a reducdo da neurotransmisséo
no cortex cerebral e a destruicdo de neurdnios colinérgicos podem comprometer as
fungbes cognitivas. Além do mais, a reducéo dos niveis de acetilcolina foi observada
em pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer e ensaios in vivo confirmam a
importancia desse neurotransmissor para processos de aprendizagem e memoria
(BONESI et al., 2018).

A acetilcolina ap0s ser liberada de vesiculas da regido terminal dos neurdnios,
pode estimular os receptores nicotinico ou muscarinico de acetilcolina, que atuam
ativamente no sistema nervoso central, periférico e na juncédo de tecidos nervosos
(TAYLOR; POHANKA, 2013).

As enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase sdo as responsaveis por
hidrolisar a acetilcolina em acetato e colina (GULCIN et al., 2016), conforme

representado na Figura 1.

Figura 1 - Hidrélise da acetilcolina pela a¢do das colinesterases.
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Fonte: Souza; Rennd; Figueroa-Villar (2016).

Estas enzimas se diferenciam pela sua estrutura, funcdo e localizacdo nos
tecidos, atividade e sensibilidade a substancias quimicas, sdo extremamente
evolutivas e estédo presentes em tecidos de diferentes organismos, como em animais
vertebrados, invertebrados, aquaticos e terrestres (PEREIRA; SILVA-ZACARIN;
JONES, 2019).

A acetilcolinesterase desempenha um papel fundamental em inativar a
acetilcolina em segundos ou milésimos de segundos, apos a sua liberagcdo de um
neurdnio colinérgico pré-sinaptico (POPE; BRIMIJOIN, 2018). A butirilcolinesterase
também participa da neurotransmissao colinérgica, atuando como co-reguladora da

hidrolise da ACh, mesmo estando predominantemente localizada nos tecidos
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periféricos e no plasma e em uma menor quantidade em regides do cérebro (ANAND;
SINGH, 2013).

Dessa forma, percebe-se que a alta atividade das colinesterases pode diminuir
0s niveis de acetilcolina, neurotransmissor fundamental para a transmissao
colinérgica, levando a perda das funcbes intelectuais, como problemas de
comunicacao e desorientacao de tempo e espaco (PANEK et al., 2017; SINGH et al.,
2013).

Existem alguns farmacos como donepezil, rivastigmina e galantamina
comumente usados no tratamento de Alzheimer (DARYADEL et al., 2018). Entretanto,
esses farmacos apresentam uma eficacia e uma eficiéncia limitada para controlar os
sintomas da doenca (ANAND; SINGH, 2013). Os metabdlitos secundarios
provenientes de fontes naturais tém atuado como inibidores de acetilcolinesterase,
como esterais, terpenodides, flavonodides e compostos fendlicos (AJAYI et al., 2019).

Comumente, o método colorimétrico desenvolvido por Ellman et al. (1961) é
utilizado para a avaliacdo da atividade das colinesterases. A técnica consiste na
medicao da hidrélise da acetiltiocolina em tiocolina, pela reacéo do grupo tiol com 5,5'-
Dithiobis (acido 2-nitrobenzoico), que acarreta na formacdo de uma coloracéo
amarela, que pode ser medida em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de
412 nm.

Nos insetos, o sistema colinérgico é responsavel pela movimentacéo das asas,
locomocéo, aprendizagem e memadria. Um exemplo de modelo muito utilizado para
estudar os processos neuroldgicos sdo as moscas de fruta (Drosophila melanogaster),
especialmente pelo fato de serem manipuladas geneticamente com maior facilidade
(PYAKUREL; SHIN; VENTON, 2018; SHIN; VENTON, 2018).

3.5 Araucaria angustifolia (BERTOL.) KUNTZE

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma conifera, pertencente a familia
Araucariaceae, sendo cultivada principalmente no sul do Brasil, Chile, Argentina e
Paraguai (SILVA et al., 2016). No Brasil, as arvores sdo conhecidas popularmente
como “pinheiros do Parand” ou “pinheiros brasileiros” e representam grande
importancia para o reflorestamento e a conservagédo da Mata Atlantica (BRANCO et
al., 2014; FURLANETTO et al., 2019). Além disso, sdo responsaveis por uma parcela

expressiva da economia brasileira e seus subprodutos séo frequentemente utilizados
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pela medicina, principalmente no tratamento de doencas respiratorias (ARALDI et al.,
2016; BRANCO et al., 2015).

O estroébilo feminino da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze sdo as sementes
comestiveis, denominadas de pinhdo, apresentam cerca de 36% de amido, 3% de
proteina, 1% de lipidio, 2% de agucares soluveis, e menos de 0,2% de fibras, minerais
e compostos fendlicos (BICUDO et al., 2009; BRANCO et al., 2015). O pinhédo é
produzido entre os meses de abril e agosto, normalmente € consumido apos o seu
cozimento. Durante o processo de coc¢ao, compostos coloridos presentes nas cascas
podem migrar tanto para dgua quanto para a propria semente (KOEHNLEIN et al.,
2012; PEDROSO et al., 2018; PERALTA et al., 2016).

Estima-se que aproximadamente 10 toneladas por ano de cascas de pinhéo
sdo descartadas direto no meio ambiente e esses residuos podem levar muito tempo
para se decompor (PERALTA et al., 2016), ressaltando a importancia de se buscar
alternativas para o aproveitamento desses residuos e de seu uso sustentavel
(PEDROSO et al., 2018). Além disso, alguns estudos comprovam a presenca de
compostos fendlicos nas cascas e sementes da araucaria, 0s quais podem atuar como
agentes antioxidantes (MICHELON et al., 2012).

Dessa forma, muitos pesquisadores tém buscado alternativas para a utilizacéo
desses compostos, tais como aplicagcbes em embalagens ativas (DAUDT et al., 2017,
DE FREITAS et al., 2018), cosméticos (MOTA et al., 2014), inibidores de a-amilase
(DA SILVA et al., 2014), lipase pancreatica (OLIVEIRA et al., 2015) e de células
cancerigenas (SOUZA et al., 2014).

Diante do exposto, a proposta desse trabalho € obter extratos provenientes da
agua do cozimento do pinhdo e de suas cascas, analisar suas caracteristicas,
capacidade antioxidante e seu efeito sob a acdo das enzimas a-amilase salivar
humana e pancreéatica suina por meio de testes in vitro e in vivo, e da
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase através de testes in vitro utilizando material
biologico de Drosophila melanogaster, atividade anti-inflamatéria, bem como a

citotoxicidade frente a celulas tumorais e normais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O pinhdo (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) foi adquirido no mercado
local da cidade de Campo Mouréo - PR, em abril de 2018. Na extragdo dos compostos
antioxidantes da casca foi utilizado alcool etilico (Dinamica, Brasil). Para a analise da
capacidade de antioxidante foi utilizado o radical DPPH (2,2-difenil-picrilhidrazil,
Sigma-Aldrich) e metanol (Dinamica). Na avaliacdo da inibicdo das a-amilases foram
utilizadas as enzimas salivar humana (Tipo XA, 87,5 unidades/mg de soélido, Sigma-
Aldrich) e pancreatica suina (Tipo VI-B, 210 unidades/mg de sdlido, Sigma-Aldrich),
amido de batata (Sigma-Aldrich), tartarato de sédio (Alphatec), hidréxido de sédio
(Isofar), &cido (3,5) dinitrosalicilico (Inlab), cloreto de calcio (Proquimicos), fosfato de
sédio (Vetec) e Tris (Dinamica). Para a andlise das colinesterases (AChE e BChE)
foram utilizados trihidroximetil aminometano (Tris-HCI, Dinamica), tampéao fosfato de
potassio (Fosfato de potassio monobasico (99,93%, Neon) e dibasico (100,3%,
Mallinckrodt), DTNB (98%, Sigma-Aldrich), iodeto de acetiltiocolina e S- butiriltiocolina
(Sigma-Aldrich). As linhagens celulares de tumores humanos utilizadas na analise de
citotoxicidade foram obtidas no Instituto Leibniz DSMZ - Colecdo Alema de

Microrganismos e Culturas Celulares.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencéo dos extratos de pinhdo

O extrato da agua do cozimento (AC) foi obtido conforme descrito por De Freitas
et al. (2018). Apos a coccdo do pinhdo (500 g/L de agua, 2 horas em ebulicdo), a agua
foi filtrada, rotaevaporada (90 °C), congelada em ultrafreezer (Liotop) a -80 °C e, por
fim, liofilizada.

J& para a obtencdo do segundo extrato a metodologia aplicada foi de acordo
com o0 ensaio numero 12 do planejamento experimental (ponto otimizado)
apresentado por Santos et al. (2018). Para tanto, as cascas do pinhdo (CP) foram
secas em estufa (60 °C, 24h), em seguida, foram trituradas em um moinho de facas
(SOLAB) e entéo, 200 mL de élcool etilico foram adicionados em 17,5 g de casca. A

solucéo foi submetida a agitacdo em ultraturrax (Ika, T25) durante 15 minutos a 12.000
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rpm. Por fim, a mistura foi filtrada com auxilio de uma bomba & vacuo e colocada na

estufa a 50 °C até completa evaporacado do solvente.

4.2.2 Caracterizagao dos Extratos

4.2.2.1 Anélise térmica

A caracterizagdo térmica dos extratos foi realizada utilizando-se um Calorimetro
Diferencial de Varredura (DSC, Perkin Elmer, 4000). Cerca de 10 mg das amostras
pré acondicionadas em dessecador contendo silica foram colocadas em panelas de
aluminio, as rampas de aquecimento foram realizadas de 0 a 350 °C, com uma taxa

de aquecimento de 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio gasoso (20 mL/min).
4.2.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para a determinacéo das caracteristicas moleculares dos extratos foi realizado
0 ensaio de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).
Para isto, com o auxilio de um pistilo e um almofariz, cerca de 10 mg de amostra foram
trituradas juntamente com 0,2 g de brometo de potassio (KBr) para a formacao da
pastilha, possibilitando a analise. As pastilhas foram produzidas em um pastilhador
submetido a 7 kgf/cm? de pressédo em prensa hidraulica (Bovenau, P15 ST). A leitura
do espectro foi realizada em um espectrofotbmetro de Infravermelho com
Transformada de Fourier (IR AFFINITY-1, Shimadzu), na faixa de 4000 a 500 cm™ de
comprimento de onda, utilizando 32 acumulagées e resolucdo de 4 cm™. As bandas

foram normalizadas para comparacao dos espectros.

4.2.3 Analise da Capacidade Antioxidante

Para a resuspensao dos compostos antioxidantes dos extratos, foram pesados
cerca de 0,032 g de cada extrato e adicionado 4 mL de etanol (Dinamica), em seguida,
a solucéo foi colocada no ultrassom (Fischer Scientific, modelo 120, ponteira de 1/8”)
por 5 minutos (30 s ligado e 10 s de pausa) e entdo, filtrada (filtro-seringa) para ser
utilizada na andlise antioxidante.

A determinacao da capacidade antioxidante foi realizada utilizando DPPH como
radical livre, seguindo a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), com algumas alteragdes. Foram adicionados 50 pL de extrato em 1.950 pL de

solucdo metandlica de DPPH 60 pumol.L™* em um tubo de ensaio, e 50 pL de etanol
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em 1.950 pL de DPPH em um outro tubo (controle negativo), sendo o experimento
realizado em triplicata. As solugdes ficaram ao abrigo da luz por 30 minutos e entéo,
realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 517 nm, usando metanol
como branco.

Os resultados finais foram obtidos por meio da curva de calibragdo de trolox
(y = 0,0905 x + 0,8656) e expressos em pmol de equivalente de trolox por 100 gramas

de extrato.

4.2 .4 Atividade Enzimética

4.2.4.1 Avaliacédo in vitro da inibicdo da a-amilase salivar humana e pancreatica suina

A determinacao da inibicao da a-amilase em termos de IC50 (concentracéo de
extrato necessaria para causar inibicdo de 50% na atividade enzimatica) foi realizada
conforme metodologia descrita por Da Silva et al. 2014, com algumas modificagdes.
A a-amilase pancreética (suina) e a a-amilase salivar humana foram solubilizadas em
tampéo fosfato (40 mmol/L) e NaCl (13,4 mmol/L), pH 6,9. O amido de batata foi
utilizado como substrato (1% em agua). Os extratos de pinhdo foram avaliados como
inibidores nas concentracgées finais de 2000, 1400, 800, 200, 80 e 20 pug.mL%, sendo
a reacao iniciada pela adicdo da enzima.

A concentracdo de enzima adicionada a cada sistema de reacéo foi de 74 U/mL
para ambas as enzimas. A reacao foi mantida por 15 minutos em um banho com
temperatura controlada a 37 °C. Os acuUcares redutores produzidos pela hidrélise de
amido foram mensurados pelo método do &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) em
comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).

Para analise dos resultados foi utilizado o método de interpolacdo numérica
com a equacdo de Stineman (WAGON, 1999) para calcular as concentracdes dos
extratos que foram capazes de inibir a atividade enzimatica em 50% (IC50). O software
utilizado foi o programa Scientist da MicroMath Scientific Software (Salt Lake City, UT,
USA).

4.2.4.2 Avaliagédo in vivo da inibicdo da a-amilase

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Metabolismo Hepatico e
Radioisotopos da Universidade Estadual de Maringa. Para a realizacdo dos ensaios,

o trabalho foi submetido e aceito pela comissdo de ética no uso de animais
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(CEUA/UEM) sob numero de protocolo 2935011018. Foram utilizados ratos (Rattus
novergicus) da linhagem Wistar pesando 230 + 20 g, que foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Maringa em
condi¢cbes padronizadas de temperatura (22 £ 3 °C) e ciclo claro/escuro de 12h. Os
animais receberam agua filtrada e racdo comercial (Nuvilab®) ad libitum durante todo
o0 periodo de permanéncia no Biotério. Os ensaios para avaliacdo do efeito dos
extratos AC e CP sobre a inibigdo da a-amilase in vivo foram realizados de acordo
com o procedimento descrito por Da Silva et al. (2014). Para este procedimento 0s
ratos foram mantidos em jejum prévio de 12 horas e entdo divididos em 8 grupos
(n =5 a 7 ratos por grupo), em que todos receberam amido de milho (1 g kg de peso
corporal) dissolvido em agua, seguido dos tratamentos (também dissolvidos em agua)
via gavagem em dose Unica. Os tratamentos foram separados de acordo com 0s
seguintes grupos: O Grupo | (controle) foi tratado com o veiculo de dissolucdo dos
extratos (dgua). O Grupo Il recebeu acarbose (50 mg.kg'). Os grupos I, IV e V
receberam extrato AC nas concentracdes de 100, 250 e 500 mg.kg ! e os grupos VI,
VIl e VIII foram tratados com o extrato CP nas mesmas concentracdes descritas para
AC. Em seguida, as avaliacdes dos niveis de glicose no sangue ocorreram aos 15,
30, 45 e 60 minutos apds a gavagem. As amostras de sangue da veia da cauda do

animal foram analisadas por meio de um glicosimetro (Accu-Check® Active).

4.2.4.3 Andlise in vitro da atividade das colinesterases: Acetilcolinesterase (AChE) e

Butirilcolinesterase (BChE)

As atividades da AChE e BChE foram medidas conforme descrito por Ellman
et al. (1961) e modificado por Silva de Sa et al. (2019). Para o preparo do
homogeneizado foram sensibilizadas, por meio de banho de gelo, 100 moscas
(Drosophila melanogaster), solubilizadas em 1 mL de solu¢éo de Tris-HCI (0,05 M, pH
7,4), a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos e entédo, o sobrenadante
foi recolhido e armazenado em ultrafreezer (-80 °C) para posteriores andlises da
atividade das colinesterases.

Os ensaios foram realizados em duplicata, utilizando o meio de reacédo que
continha 100 L de tampéao fosfato de potassio (TFK, 100 mM, pH 7,5), 20 pL de agua,
10 pL de sobrenadante e 20 pL de extratos (nas concentracdes finais de 20, 14,8 e 2

mg.mL1), além do branco (sem adicéo de extrato). Primeiramente, o meio foi incubado
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a 30 °C por 5 minutos e em seguida, foram adicionados, ao abrigo da luz, 20 pL de
5,5'-Dithiobis (acido 2-nitrobenzoico, DTNB) e 20 pL de acetiltiocolina, enquanto que
no teste da BChE, esse volume foi substituido pelo mesmo volume de butiriltiocolina.
A leitura foi realizada a cada um minuto (durante 4 minutos), no leitor de placas
(Thermo-Plate Reader) em um comprimento de onda de 405 nm.

Os ensaios das concentracdes dos dois extratos foram realizados em quatro
repeticbes (n = 4) e em duplicata, sendo realizado a dosagem de proteinas e os
resultados foram calculados em pmol.AcSCh.h-l.mgprot! e expressos em

porcentagem de atividade em relagéo ao controle (100 %).
4.2.5 Avaliagéo da citotoxicidade em linhagens celulares e atividade anti-inflamatoria

As analises de citotoxidade e atividade anti-inflamatoria foram realizadas no
Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO), localizado no Instituto Politécncico de
Braganca (IPB, Portugal). A avaliagdo da citotoxicidade dos extratos (AC e CP) foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Silva de Sa et al. (2019), sendo
utilizadas as seguintes linhagens celulares de tumores humanos: adenocarcinoma da
mama (MCF - 7), carcinoma pulmonar (NCIH460), cervical (HeLa) e hepatocelular
(HepG2). As células de figado de suinos foram preparadas de acordo com a
metodologia descrita por Abreu et al. (2011). Os resultados foram expressos em
valores de 1G50 (concentracéo referente a 50% de inibicdo do crescimento celular).

Na determinacdo da atividade anti-inflamatéria, a producdo do lipopoli-
sacarideo (LPS) induzida por éxido nitrico (ON) em linhagem de macrofagos murinos
(RAW 264.7) foi quantificada como concentrag&o de nitrito no meio de cultura. Para a
medicdo de ON utilizou-se o kit Griess Reagent System. A dexametasona foi usada
como controle positivo. Os resultados foram expressos como valores de IC50
(concentracdo de composto responsavel por 50% e inibicdo na producédo de oxido

nitrico).
4.2.6 Analises Estatisticas

Os resultados da capacidade antioxidante foram submetidos a analise t-Student
ou a analise de variancia (ANOVA) seguida de pés-teste de Tukey a um nivel de 5%

de significancia (p<0,05) por meio do programa Statistica 7.0 (Statsoft, USA).
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J& os resultados da atividade das colinesterases foram submetidos ao teste de
comparacao de médias ANOVA de um Unico fator e para analise de comparagéo
utilizou-se o pés-teste de Tukey, no software GraphPad Prism 5.0 com nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS
5.1.1 Anélise Térmica

Na Figura 2 sédo apresentados os termogramas da andlise de Calorimetria

Diferencial de Varredura para os dois extratos estudados.

Figura 2 - Termogramas de DSC para os extratos provenientes da agua do cozimento do pinhdo
(AC) e da casca do pinhao (CP).
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Fonte: Autoria propria.

Verificam-se picos endotérmicos proximos a 80 °C nos dois termogramas, esta
transicdo pode estar relacionada com a evaporacao da agua presente nas amostras
(DO PRADO SILVA et al., 2017). Além disso, na amostra CP um pico bem definido é
observado na temperatura de aproximadamente 54 °C, que possivelmente esta
relacionado com a temperatura de gelatinizagdo do amido residual da semente,
relatada em outros estudos (CASTANO et al., 2016; ZORTEA-GUIDOLIN et al., 2017),
ou com a presenca de terpendides que é caracteristica de coniferas como a Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze (PEROTTI; DA SILVA RODRIGUES-CORREA; FETT-
NETO, 2015; YAMAMOTO; OTTO; SIMONEIT, 2004). De acordo com Tsanaktsidis et
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al. (2013) a temperatura de transicdo vitrea (Tg) da resina de Pinus halepensi esta
localizada em 37 °C, no entanto, ndo foram encontrados dados de caracterizacao
térmica da resina obtida a partir da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. Ainda,
dentro da faixa estudada ndo houve degradacéo térmica dos extratos.

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 3 sédo apresentados os espectros de infravermelho para ambos os
extratos (AC e CP).

Figura 3 - Espectros de FTIR para os extratos AC e CP.
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Fonte: Autoria propria.

Em 1612 cm™ pode ser observada uma banda de maior intensidade da amostra
CP, que esta relacionada ao grupamento C = C da catequina (RAMOS-TEJADA et al.,
2002). Além disso, a banda referente a ligacdo C = O localiza-se em 1740 cm™ e em
1670 cm™ para as amostras CP e AC, respectivamente. De acordo com o estudo
realizado por Ricci (2015), a vibragdo relacionada ao estiramento C = O foi identificada
por diversos autores que analisaram mondmeros fendlicos de taninos por FTIR, na
regido entre 1638 cmt e 1770 cm L.

Em 2920 e 2800 cm estdo localizadas as bandas do estiramento CH2 (RICCI
et al., 2015). Ainda, observa-se a presenca da banda caracteristica do estiramento
— OH, nas duas amostras de extrato, em 3290 cm™* para AC e 3200 cm para CP. De

acordo com Ricci et al. (2015) a forma da banda do estiramento -OH fornece
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informagdes preliminares sobre a ocorréncia de um processo de polimerizacao.
Taninos naturais exibem uma distribuicdo de graus de polimerizagédo que variam de
mondmeros simples a oligbmeros, ha fracdes com alto grau de polimerizacéo, o que
resulta em uma banda larga distribuida sobre o espectro na regido de 3700 a 3000
cm™. Uma banda larga para o estiramento -OH em taninos é consequéncia de uma
sobreposicao de bandas decorrentes de substituintes OH em diferentes posi¢des, em
moléculas com diferentes graus de polimerizacdo, e de mudltiplas interacdes das
moléculas com um substrato especifico. Quanto mais uniformes sdo essas interacoes,
mais nitida é a banda, e entre as duas amostras a banda mais nitida & observada em
AC.

No espectro da amostra CP a banda localizada em 1267 cm™ refere-se a
deformacé&o no plano de C-OH (bending) em polifendis (DA SILVA et al., 2014), sendo
muito mais evidente que a da amostra AC, além desta Ultima apresentar posicao
diferente (1250 cm?). Este resultado deve estar relacionado com a maior quantidade
de compostos que apresentam a ligacdo C-OH no extrato da casca do pinhdo devido

a polaridade do solvente utilizado na extracao.

5.2 ANALISE ANTIOXIDANTE

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos na andlise da capacidade
antioxidante pelo método de DPPH.

Tabela 1 — Andlise da capacidade antioxidante dos extratos pelo método de DPPH.
Capacidade antioxidante

Método Extrato AC Extrato CP
(umoler/100gextrato) (umoleT/100gextrato)
DPPH 6987,112 + 170,02 12937,34 + 12,45

*As médias das amostras (n = 3) acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha (mindsculo) nao
diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste t-Student.

**uMolet/100gextrato: Micro mol de equivalente de trolox por 100 gramas de extrato.

Fonte: Autoria propria.

Nota-se que o extrato proveniente da casca do pinhao apresentou cerca de 2
vezes maior capacidade antioxidante frente ao radical DPPH quando comparado com
a agua do cozimento, esse resultado demonstra que mesmo ap0s a cocgao, a maioria
dos compostos que atuam como antioxidante ainda continuam presentes na casca e

gue apenas uma parte migra para agua do cozimento.
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De Freitas et al. (2018) avaliaram a capacidade antioxidante da &gua do
cozimento do pinh&o pelo método de DPPH e obtiveram um valor de 11,78 pmoler.g !
de extrato, aproximadamente 6 vezes menor que o obtido no presente trabalho. Essa
diferenca pode estar relacionada com a diversidade do local de cultivo das espécies,
tempo de maturacdo, condi¢des climéticas, entre outros fatores que possam interferir
na agao antioxidante (VIEIRA et al., 2019).

Mota et al. (2014) analisaram a capacidade antioxidante de extratos
metandlicos da casca e da semente do pinhdo pelos métodos de DPPH, ABTS e
ORAC, observaram que o extrato da casca demonstrou capacidade antioxidante
superior ao da semente e ainda, identificaram a presenca de moléculas que possuem
a capacidade de sequestrar os radicais livres, como compostos polifendis, flavonoéides

e protoantocianidinas.
5.3 AVALIACAO ENZIMATICA

5.3.1 Avaliacéo in vitro da inibicdo da a-amilase salivar humana e pancreatica suina

Na Figura 4 estdo demonstrados os percentuais de inibicdo das enzimas a-
amilase salivar humana e pancreética suina, pela presenca dos extratos em diferentes

concentracoes.

Figura 4 - Percentual de inibicdo das a-amilases em testes in vitro (n = 3) pela presenca dos extratos
AC e CP: (A) a-amilase salivar humana e (B) a-amilase pancreatica suina.
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Fonte: Autoria propria.

Pode-se notar na Figura 4 que o comportamento de inibicdo para os dois
extratos testados € semelhante, tanto para a amilase salivar quanto para a enzima

pancreatica. Todavia, fica evidente que o extrato CP foi mais eficiente, alcancando
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percentuais de inibicdo proximos a 100% na maior concentragdo testada (2000
Hug.mL-1). Estes resultados permitiram calcular os valores de IC50 para ambos 0s
extratos, que estdo apresentados na Tabela 2. Estes valores se referem as

concentracfes dos extratos responsaveis por inibir 50% da atividade das enzimas.

Tabela 2 - Média + desvio padrao dos valores de concentracéo de extratos para a inibicdo de 50% da
atividade das alfa-amilases (IC50, pg.mL%).

IC50 (ug.mL) IC50 (ug.mL1)
Agua do cozimento do Extrato da casca do pinhéo
pinhdo (AC) (CP)
a-amilase salivar 740,00 + 34,64 129,00 + 11,53
a-amilase pancreatica 1871,66 £ 174,81 460,70 + 88,90

Fonte: Autoria propria.

Com os testes in vitro percebe-se que para ambas as enzimas 0 extrato
proveniente da casca do pinhdo (CP) apresentou maior efeito inibitério quando
comparado com a agua do cozimento (AC). De fato, pode ser verificado que o extrato
CP apresentou valores de IC50 aproximadamente 4 vezes menores que o extrato AC,
tanto para a a-amilase salivar quanto para a pancreatica. Este efeito estd muito
provavelmente relacionado a diferenca de concentracdo dos compostos bioativos
presentes nos dois extratos.

E interessante notar ainda, que a a-amilase salivar € mais sensivel a inibico
pelos extratos do que a a-amilase pancreatica. O IC50 do extrato CP € 3,5 vezes maior
para a enzima pancreética quando comparado com o resultado da enzima salivar, e
para o extrato AC, a relacdo entre os valores de IC50 é de 2,5.

Da Silva et al. (2014) ao analisarem o extrato da casca do pinhao (extrato
etandlico 70%, purificado por cromatografia de exclusdo molecular) concluiram que
esse demonstrou um efeito inibitério eficiente nas atividades das enzimas a-amilase
salivar e pancreatica suina, estando de acordo com os resultados obtidos nesse
trabalho. No trabalho de Silva et al. (2014), o efeito inibitério do extrato da casca de
pinhdo sobre a a-amilase foi atribuido aos taninos condensados, principalmente
procianidinas.

Além disso, outros trabalhos avaliaram a inibicdo das a-amilases por extratos
naturais, como os das plantas da espécie Teucrim (DASTJERDI; NAMJOYAN; AZEMI,
2015), das folhas de Steudnera colocasiifolia (SHAH et al., 2016), de Muscari
comosum (CASACCHIA et al., 2017) e de folhas de Phrynium imbricatum (HABIB et
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al., 2017). Todos enumeram concentracdes superiores de IC50 quando comparado
com os extratos residuais do pinh&o, evidenciando uma maior efetividade desses

altimos.
5.3.2 Avaliacgéo in vivo da inibicdo da a-amilase

Na Figura 5 estdo demonstrados os resultados do indice glicémico de ratos
Wistar apds ingestdo de amido (controle) e dos que receberam os extratos (AC e CP)
por via oral. Nestes experimentos, a acarbose, um pseudotetrassacarideo inibidor de
a-glicosidases utilizado como hipoglicemiante no tratamento da diabetes Mellitus tipo

2, foi utilizada como controle positivo.

Figura 5 - (A) Analise in vivo da inibicao da a-amilase pela presenca do extrato proveniente da agua
do cozimento (AC) e da casca do pinhdo (CP) e (B) Area sob a curva da analise in vivo.
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Percebe-se que o grupo controle, que recebeu apenas amido, apresentou altos
niveis de glicose no sangue. O pico médio da glicemia nestes animais (154 mg.dL %)
ocorreu aos 30 minutos apos a ingestdo do amido, apresentando tendéncia a
diminuicao a partir dos 45 minutos. A acarbose diminuiu eficientemente a glicemia dos
animais sendo que, aos 30 minutos apos ingestao do amido (Figura 5 A), esta glicemia
foi 30% menor em relagcéo ao controle (p<0,05). Ainda, em relacao ao total de glicose
absorvida em 1 hora apés a ingestdo de amido (area sob a curva, Figura 5 B), &
possivel notar que houve uma diminuicéo de 64% pela acarbose em comparagdo com
0 grupo controle.

O extrato AC foi capaz de diminuir significativamente a glicemia dos animais,
sendo, todavia, menos eficiente que a acarbose nas concentracdes que foram
testadas. Aos 30 minutos apds a ingestdo de amido (Figura 5 A), a glicemia dos
animais tratados com o extrato AC foi 13%, 18% e 17% menor do que o controle
(p<0,05) para as concentracdes de 100, 250 e 500 mg.kg?, respectivamente. Ao se
analisar o total de glicose absorvida em 1 hora (Figura 5 B), a administracao do extrato
AC resultou em uma diminuicdo de 25%, 34% e 36% nha glicemia dos animais em
relacdo ao grupo controle, para as concentragées de 100, 250 e 500 mg.kg?,
respectivamente.

J& o extrato CP néo diferiu significativamente da acarbose, demonstrando uma
diminuicdo de 40%, 56% e 53% no total de glicose absorvida pelos animais que
ingeriram as concentracdes de 100, 250 e 500 mg.kg™? respectivamente, em relagdo
ao grupo controle. Esses resultados confirmam os dados obtidos na analise in vitro
em que o extrato proveniente da casca do pinhdo apresentou maior efeito inibitorio
nas a-amilases quando comparado com o da agua do cozimento.

Os resultados obtidos nos testes de inibicdo da a-amilase in vivo e in vitro
demonstram que o0s extratos poderiam ser utilizados na minimizagao dos efeitos da
hiperglicemia pds-prandial, especialmente em pacientes diabéticos.

Oliveira et al. (2015) avaliaram, por meio de testes in vitro e in vivo, o efeito da
casca do pinhao sob a lipase pancreatica e perceberam que o extrato também possui
atividade inibitéria para essa enzima, sendo capaz de reduzir os niveis de
triglicerideos no plasma sanguineo de camundongos. Esta é uma propriedade
interessante e que complementa a atividade inibidora da a-amilase, ja que a inibicao

destas duas enzimas em conjunto pode contribuir para a reducao ou controle do peso
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corporal, um aspecto que também € importante para os pacientes portadores de

diabetes tipo 2.
5.3.3 Analise in vitro da inibicdo de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados referentes a atividade das

colinesterases com a presenca dos extratos (AC e CP).

Figura 6 - Atividade da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE): (A) e (C) pela
presenca do extrato AC e (B) e (D) pela presenca do extrato CP.
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Valores expressos em média + erro padrao (n = 4 por grupo). Significancia determinada pela analise
de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Tukey. * p <0,05.
Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 3 estdo dispostos os valores das concentracfes responsaveis por

reduzir 50% da atividade das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase.

Tabela 3 - Média + desvio padrédo dos valores de concentracao de extratos para a inibicdo de 50% da
atividade das colinesterases (IC50, mg.mL™1).

IC50 (mg.mLY) IC50 (mg.mL™)
Agua do cozimento do Extrato da casca do pinhé&o
pinhdo (AC) (CP)
Acetilcolinesterase 7,31+0,10 8,09 £ 0,06
Butirilcolinesterase 1,94 + 0,02 6,96 £ 0,07

Fonte: Autoria propria.
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Conforme demonstrado na Figura 6 (A e B), a atividade da enzima
acetilcolinesterase foi inibida significativamente em relagdo ao controle com as
maiores concentragées de extrato (14 e 20 mg.mL™) tanto para o extrato AC quanto
para CP.

Carrazoni et al. (2017) utilizaram extrato de aciculas de Araucaria angustifolia
em material biolégico de baratas e verificaram diferencas significativas na acdo da
acetilcolinesterase pelo efeito do extrato em concentragées de 200 e 400 pg.g* de
animal, sendo que esse extrato também atuou como inibidor da enzima.

Ao avaliar os resultados da atividade das colinesterases, percebe-se que a
BChE (Figura 6, C e D) foi mais sensivel pela presenca de ambos os extratos e que o0
AC provocou maior efeito inibitério quando comparado com o CP, apresentando
inibicdo em todas as concentracdes testadas (2, 8, 14 e 20 mg.mL™?). Além do mais,
ao analisar os valores de IC50 nota-se que o extrato AC apresentou menor
concentracéo de inibicdo quando comparado com o extrato CP na atividade de ambas
as enzimas.

Assim, observa-se que os dois extratos exibem potencial para atuar como
inibidores das colinesterases, o que poderia aumentar a disponibilidade de acetilcolina
na fenda sinaptica e contribuir para a transmissdo do impulso nervoso e o
funcionamento adequado do sistema colinérgico (SOUZA; RENNO; FIGUEROA-
VILLAR, 2016).

5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS CELULARES E ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA

Na Tabela 4 estdo expostos os resultados obtidos na andlise da citotoxicidade
de linhagens celulares de tumores humanos e da atividade anti-inflamatoria dos
extratos AC e CP.
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Tabela 4 - Média + desvio padrdo da citotoxicidade (IG50) e atividade anti-inflamatéria (IC50).
Citotoxicidade! (IG50, ug.mL™)

Linhagens Celulares Extrato AC Extrato CP
Cancer de pulmao >400 278,87 + 6,10
Carcinoma de mama >400 250,99 + 8,37
Carcinoma hepatocelular >400 226,75 + 14,62
Carcinoma cervical >400 314,45+ 9,34
Figado suino (célula >400 >400
priméria)

Atividade anti-inflamatéria? (IC50; ug.mL™?)
RAW264.7 >400 >400
1IG50 para elipticina 1,0 pg.mL* (NCI-H460); 1,2 pg.mL* (MCF-7), 1,1 pg.mL! (hepG2); 0,91 pg.mL™*?
(HeLa) e 2,3 ug.mL1 (PLP2).
2Valores de IC50 correspondem a concentracdo de extrato responsavel por 50% da inibicdo da
producao de 6xido nitrico. Valores de IC50 para a dexametasona (controle positivo): 16 pg.mL™2.
Fonte: Autoria prépria.

Percebe-se que a concentracdo estudada para o extrato AC nao foi suficiente
para inibir as células cancerigenas investigadas. Enquanto que o extrato CP
demonstrou atividade citotéxica para todas as linhagens de tumores humanos
investigadas, apresentando valores de IG50 inferiores aos relatados por Dos Santos
et al. (2019) que analisaram a efetividade de nanoparticulas de curcumindides. Ainda,
o extrato CP foi mais efetivo para o carcinoma hepatocelular, sendo que o IG50 obtido
para essa ceélula foi inferior ao relatado por Silva de Sa et al. (2019) ao avaliar a
citotoxidade de disperséo sdlida de curcumina.

Além do mais, a concentracdo analisada para ambos os extratos ndo afetou as
células de figado suino (sem nenhuma patologia), demonstrando que os extratos nao
apresentam citotoxicidade a célula ndo tumoral. Ainda, na faixa de concentracdo

testada nao foi detectada atividade anti-inflamatoria.
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6 CONCLUSAO

O extrato da casca do pinhao apresentou propriedade antioxidante significativa
ao ser avaliado pelo método de DPPH, podendo atuar no controle da formacéo de
espécies reativas de oxigénio e na diminui¢do da oxidacéo lipidica. Por meio de testes
in vitro percebeu-se que ambos os extratos (AC e CP) atuaram como inibidores da a-
amilase salivar humana e pancreatica suina, sendo que o extrato da casca do pinhao
apresentou maior efeito inibitério quando comparado com a agua do cozimento.

Os resultados da analise in vivo corroboram para a hipotese de que os extratos
atuam como inibidores das enzimas hidrolisantes, ja que ocorreu uma diminuicao
significativa da glicemia dos ratos que receberam os extratos quando comparado com
0 grupo controle.

Em relacdo a atividade das colinesterases, os dois extratos também atuaram
como inibidores dessas enzimas, sendo que a 4gua do cozimento do pinh&o provocou
maior inibicdo quando comparada ao extrato da casca. Assim, esses compostos
residuais além de contribuirem para o tratamento de pacientes diabéticos
possivelmente poderiam auxiliar na diminuicdo das complicagbes decorrentes da
doenca de Alzheimer.

Ainda, ambos os extratos ndo demonstraram citotoxicidade as células normais
e 0 extrato proveniente da casca do pinhdo apresentou atividade citotoxica a
diferentes tipos de células tumorais avaliadas. Dessa forma, estes dados demonstram
a bioatividade dos extratos que podem futuramente ser considerados como possivel
do extrato CP na atividade anti-carcinogénica, mediante estudos complementares e

in vivo.
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