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RESUMO

A crescente demanda por alimentos com propriedades benéficas a saude vem
promovendo cada vez mais a busca por formulagdes contendo compostos bioativos
que possuam desempenho positivo no auxilio ao sistema antioxidante do organismo,
prevenindo assim o desenvolvimento de doencgas e ajudando a reparar os danos
causados pelo processo de estresse oxidativo. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho foi produzir dispersées sélidas contendo naringenina, analisando a
efetividade do método utilizado e o efeito sobre as enzimas pertencentes ao sistema
endogeno do organismo, a catalase e a superoxido dismutase. Para avaliar o
comportamento das dispersdes nas enzimas, utilizou-se como modelos biologicos
Allium cepa L. (cebolas) e Drosophila melanogaster (moscas-da-fruta). A
caracterizagao fisico-quimica indicou que houve a formagdo da dispersdo solida
contendo naringenina. Os resultados mostraram, de forma geral, que o uso de
naringenina tanto na forma livre quanto incorporada na dispersao sélida nao inibiu a
atividade da superoxido dismutase para os tecidos dos dois modelos biolégicos
avaliados. Para a catalase, o alto desvio padrao nao permitiu avaliar significancia dos
resultados obtidos no modelo Allium cepa L. O presente trabalho encoraja a
continuagcdo dos estudos relacionados a utilizagdo de compostos bioativos
encapsulados nos alimentos para melhora dos danos causados pelas substancias
oxidantes do organismo.

Palavras-chave: antioxidantes; bioativo; dispersdes solidas; toxicidade.



ABSTRACT

The growing demand for foods with beneficial health properties has been increasingly
promoting the search for formulations containing bioactive compounds that have a
positive performance in helping the body’s antioxidant system, thus preventing the
development of diseases, and helping to repair the damage caused by the oxidative
stress. In this context, the objective of the present work was to produce solid
dispersions containing naringenin, analyzing the effectiveness of the method used and
the effect on the enzymes belonging to the endogenous system of the organism,
catalase and superoxide dismutase. To evaluate the behavior of the dispersions in the
enzymes, Allium cepa L. (onions) and Drosophila melanogaster (fruit flies) were used
as biological models. The physical-chemical characterization indicated that there was
the formation of a solid dispersion containing naringenin. The results showed, in
general, that the use of naringenin both in the free form and incorporated in the solid
dispersion did not inhibit the activity of superoxide dismutase for the tissues of the two
biological models evaluated. For catalase, the high standard deviation did not allow to
give significance to the results in Allium cepa L. The present work encourages the
continuation of studies related to the use of bioactive compounds encapsulated in food
to improve the damage caused by oxidizing substances in the body.

Keywords: antioxidants; bioactive; solid dispersions; toxicity.
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1 INTRODUGAO

Devido as mudancas no estilo de vida da populag¢ao, a demanda por alimentos
funcionais tem aumentado significativamente e, assim, a adicdo de compostos
biologicamente ativos aos alimentos e bebidas vem ganhando forga devido aos seus
efeitos benéficos sobre a saude (HOLKEM; CODEVILLA; MENEZES, 2015). Os
compostos bioativos sdo substancias importantes pois apresentam um papel na
prevencao de doengas e um perfil funcional (BAO et al., 2019). Sao divididos em varias
classes, sendo os polifendis, os carotenoides e os glicosinolatos trés importantes
grupos presentes na dieta humana habitual (ARAUJO et al., 2021). A atencdo de
pesquisadores tem se voltado para o papel dos compostos bioativos nutracéuticos
(como os polifendis) na prevengao de doengas relacionadas ao estresse oxidativo
(incluindo doencgas cardiovasculares, oncoldgicas e relacionadas ao envelhecimento)
(HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

A naringenina é um polifenol pertencente a familia das flavanonas, que é
encontrada em abundancia no suco de toranja, frutas citricas e no epicarpo do tomate
(AKBARZADEH; PARVARESH, 2016). Ela vem sendo amplamente estudada pois
apresenta diversas atividades farmacoldgicas, tais como: ac¢do antioxidante,
vasorrelaxante, hepatoprotetora, anti-inflamatéria e antidepressiva (LI et al., 2014).

No entanto, esses compostos bioativos possuem baixa biodisponibilidade,
resultado da baixa solubilidade em agua e instabilidade fisiologica, possuindo um
rapido processo metabdlico (KAPETANOVIC et al., 2011; RAJAMANI et al., 2019). A
biodisponibilidade da naringenina é inferior a 5% via oral e isto pode estar relacionado
a sua baixa solubilidade e sua suscetibilidade a degradacdo com fatores fisico-
quimicos (luz, calor, umidade, oxigénio) (BUDEL et al., 2020). Uma alternativa para
contornar esses problemas € o uso de técnicas de nanoencapsulagao, que permitem
uma melhora na solubilidade e estabilidade do composto, possibilitando assim um
aumento nas respostas de uso terapéutico desses bioativos. A encapsulagao pode
contribuir, por exemplo, para a preservacao da atividade antioxidante de substancias
instaveis e com uma baixa biodisponibilidade, proporcionando uma vida util
prolongada evitando sabores desagradaveis como adstringéncia e amargor quando
em alta concentracao (KERDUDO et al., 2014).

E importante avaliar a atividade desses compostos apds a sua encapsulacao,

a fim de melhor embasar futuros trabalhos envolvendo a obtencao de alimentos
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contendo esses materiais. As cebolas Allium cepa L. sdo comumente utilizadas como
tecidos para testes in vivo de atividades biolégicas, como por exemplo, a atividade
enzimatica. Basicamente, as raizes ficam em contato com o material a ser analisado
sendo possivel verificar a influéncia causada pela substancia quimica nos tecidos
(NEFIC et al., 2013).

Organismos-modelo s&o sistemas vivos onde padrdes e processos biologicos
completos podem ser rapidamente estudados. A mosca da espécie Drosophila
melanogaster € um sistema considerado muito interessante para a investigacédo de
processos neuro farmacoldgicos, isso porque, existe uma semelhanga no modo de
agao dos farmacos, no comportamento e na resposta génica entre as moscas e os
sistemas dos mamiferos (NICHOLS, 2006). As vantagens do uso da D. melanogaster
estao relacionadas ao baixo custo de manutencao, propagacao e triagem e na rapidez
dos estudos em comparacédo com outros modelos tradicionais (PANDEY; NICHOLS,
2011).

A comunidade cientifica tem grande interesse nas melhorias e reparos que as
defesas antioxidantes enddgenas realizam no organismo contra o estresse oxidativo.
Estdo presentes entre as principais substancias oxidantes na patologia humana o
anion superoxido (O27) e o peroxido de hidrogénio (H202). O estresse oxidativo é
causado pela superproducgéo de O2 e H202, e como consequéncia, a conversao em
oxidantes potentes, como o radical hidroxila, o acido hipocloroso e o peroxinitrato, por
exemplo. Portanto, do ponto de vista terapéutico, é benéfico a degradacao do anion
superoxido e do perdxido de hidrogénio no organismo (MUZYKANTOV, 2001). As
enzimas catalase e superoxido dismutase atuam no sistema antioxidante endégeno
do organismo. Essas enzimas antioxidantes sdo responsaveis pela degradagao do
peroxido de hidrogénio e pela habilidade de dissociagdo dos anions superoxidos
(MIGUEL-DOS-SANTOS et al., 2021).

O processo continuo de estresse oxidativo provoca perda nas funcdes
bioldgicas das biomoléculase causam deficiéncias nas células, na qual a expressao é
o dano oxidativo de células e tecidos. Esses fatores possuem implicacdes nas causas
de muitas doengas n&o transmissiveis, como a aterosclerose, diabetes, obesidade,
transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004;
HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Os antioxidantes exégenos do organismo, que podem ser absorvidos na dieta

ou por cosméticos via topica (as vitaminas A, C e E, os flavonoides, os carotenoides,
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dentre outros) podem ajudar a reforcar a atividade dos antioxidantes enddgenos
contra os danos causados pelos radicais livres (PONTES, 2016). Os flavonoides,
como a naringenina, possuem a habilidade de sequestrar radicais livres e inibir o
processo de peroxidacao lipidica (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Tendo isso em vista,
esse composto bioativo apresenta potencial para a manutencdo do equilibrio do
sistema antioxidante-oxidante e, consequentemente, uma melhora em relagdo ao
estresse oxidativo.

Contudo, desenvolver técnicas de encapsulagdo que visam melhorar e
ampliar a utilizagao de bioativos, junto a realizagéo de testes para verificar a atividade
destes compostos sobre enzimas importantes para a defesa do organismo sédo de
grande relevancia para o desenvolvimento de alimentos altamente benéficos a saude

e atrativos ao consumidor.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de uma dispersao solida contendo naringenina sobre as
enzimas que atuam no sistema antioxidante endégeno do organismo — catalase e
superoxido dismutase — em raizes de A. cepa e em moscas da espécie D.

melanogaster.

2.2 Objetivos especificos

e Obter uma dispersao sélida contendo a naringenina;

e Caracterizar o material obtido por analises de Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC) e por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada em
Fourier (FTIR);

e Avaliar a atividade biologica ex vivo das dispersdes soélidas contendo
naringenina sobre a atividade enzimatica da catalase e da superdxido

dismutase nos tecidos de A. cepa e nas D. melanogaster.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Compostos bioativos em alimentos

Diversos alimentos apresentam compostos bioativos em sua composicao, tais
como as vitaminas, os compostos fendlicos, os acidos graxos essenciais, entre outros.
Esses compostos possuem, normalmente, baixa solubilidade em agua e pouca
estabilidade frente aos fatores fisico-quimicos (REZAEI; FATHI; JAFARI, 2019). Entre
0s principais compostos bioativos encontrados em alimentos estdo os polifendis ou
compostos fendlicos (encontrados nos vegetais, em suas raizes, folhas, flores e
frutos), os compostos sulfurados (presentes nos vegetais cruciferos) e os
carotenoides (presentes na cenoura, couve, abdbora, batata-doce, tomate, beterraba,
entre outros) (ARAUJO et al., 2021).

Os compostos bioativos podem atuar em diferentes alvos fisioldgicos e nos
seus mecanismos de agao. Esses compostos possuem potencial de éxido-redugao,
capacidade para competir por sitios ativos e receptores nas células e na modulagéo
da expressao de genes que codificam proteinas ligadas a mecanismos de defesa do
organismo (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Devido a crescente busca por uma alimentagao mais saudavel e equilibrada,
a industria vem investindo cada vez mais em tecnologias para a incorporagéo de

ingredientes funcionais nos alimentos (ROSSO et al., 2019).

3.2 Naringenina

A naringenina possui 15 carbonos em sua estrutura molecular, sendo a sua
nomenclatura IUPAC (S)-5,7- dihidroxi-2-(4-hidrofenil) croman-4-ona e possuindo
férmula molecular C1sH1205. O composto apresenta ponto de fusao entre 345 e 350°C,
sendo um po6 branco soluvel em solventes organicos (AMIN et al., 2020). A Figura 1

representa a estrutura molecular da naringenina.



16

Figura 1 - Estrutura molecular da naringenina

Fonte: AMIN et al. (2020)

Segundo Karim et al. (2018) os mecanismos considerados tradicionais de
extragdo e purificagdo da produgdo de naringenina de fontes naturais sao restritos
devido a fatores como custo elevado, baixo rendimento e pelo longo tempo gasto no
processo. Por isso, a obtengdo de naringenina através de microrganismos €
considerado um método alternativo para se ter um bom rendimento e um menor custo.

A naringenina é um flavonoide que possui propriedades farmacologicas
comprovadas, tais como: anticancerigena, antimutagénica, neuro protetora,
antioxidante e anti-inflamatoria (AMIN et al., 2020). No entanto, apesar das diversas
propriedades bioldégicas que a naringenina pode apresentar, existe uma
suscetibilidade do composto em sofrer degradagao hidrolitica, apresentando também
pouca solubilidade em meio aquoso, dispondo de um metabolismo de primeira
passagem e baixa biodisponibilidade por via oral. Esses fatores contribuem para a
diminuicao do potencial farmacolégico desse composto bioativo (FERREIRA et al.,
2015; RATNAM et al., 2006).

3.3 Obtengao de naringenina nanoencapsulada

Compostos bioativos encapsulados podem ser obtidos de diversas maneiras,
como por meio das técnicas de microencapsulagao e nanoencapsulagao. Elas sao
normalmente definidas como um conjunto de tecnologias que permite aprisionar
ingredientes bioativos usando um material circundante conhecido como agente
encapsulante (KEVEN SILVA; ANGELA A. MEIRELES, 2014). Na nanoencapsulagéo,
0s bioativos incorporados sao protegidos da degradagdo e podem ter a sua
estabilidade e solubilidade melhorada (KLAYPRADIT; HUANG, 2008).

Testes envolvendo a naringenina nanoencapsulada com os encapsulantes

éter sulfobutil-ciclodextrina e quitosana pela técnica de gelificagéo ibnica mostraram
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um aumento da solubilidade do composto bioativo, sendo ainda, considerado uma
alternativa para o sistema ocular de administracdo de medicamentos, devido a facil
administracao, tempo prolongado de liberagdo do medicamento, biodisponibilidade
ocular melhorada e frequéncia de dosagem reduzida (ZHANG et al., 2016).
GRATIERI et al. (2010) avaliaram o uso da técnica de precipitagdo por
mudanca de solvente, foram obtidos complexos de inclusdo de ciclodextrina com
naringenina. Os testes demonstraram melhoria na estabilidade e desempenho
dissolugado do composto, além de melhoras no perfil anti-inflamatério em comparagéao

com o produto in natura, e consequente aumento da viabilidade industrial do bioativo.

3.3.1 Disperséao solida

MAYERSOHN e GIBALDI (1966) foram os primeiros a utilizarem o método de
disperséo solida. Esta técnica foi definida por (CHIOU; RIEGELMAN, 1971) , p.1283)
como “a dispersdo de um ou mais ingredientes ativos em uma matriz transportadora
inerte em estado solido preparada pelo método de fusao, solvente e solvente-fusdo”
(GHULE, 2018).

Existem alguns tipos de dispersdes sélidas, entre elas estdo as misturas
eutéticas, precipitacdo amorfa em matriz cristalina, solugcao sdlida, solugdes solidas
continuas e descontinuas, dispersdes solidas substitucionais e intersticiais, solugoes
vitreas. Entre as principais desvantagens no uso de dispersdes esta a instabilidade,
ja que os sistemas podem apresentar mudancgas na cristalinidade e diminuicdo da taxa
de dissolugdo com o passar do tempo (JASKIRAT; MANPREET, 2011). Contudo, os
ganhos em biodisponibilidade, afinidade pela agua e diminuicdo nas doses
terapéuticas que comumente ocorrem nas dispersodes solidas tem encorajado seu uso
principalmente em farmacos e mais recentemente na industria de alimentos.

Os métodos para obtencdo das dispersdes solidas podem ser divididos
basicamente em: método de fusdo (consiste no aquecimento até a fusdo e
posteriormente ocorre o resfriamento e solidificagao rapidamente, sendo um método
simples e econémico), o0 método do solvente (preparada pela dissolugdo de uma
mistura de dois componentes sélidos em um solvente comum, seguido de
evaporagao, nessa ferramenta a decomposigéo térmica do farmaco é evitada devido
ao emprego de baixas temperaturas de evaporagdo) e o método fusao-solvente
(envolve as vantagens dos métodos anteriores, mas esta limitado a medicamentos
com dose abaixo de 50mg) (CHIOU; RIEGELMAN, 1971).
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A técnica de nanoencapsulagcdo por dispersao solida usada no presente
trabalho consiste, basicamente, em misturar um polimero encapsulante e o composto
bioativo a ser encapsulado — normalmente hidrofébico — que sao solubilizados em um
solvente organico comum. Em seguida, sdo submetidos ao banho de ultrassom, para
indugao da interagdo entre o polimero e as moléculas encapsuladas, finalizando com
a evaporagao dos solventes utilizados em estufa com circulagdo e renovacéo de ar
(ALMEIDA et al., 2018).

As deteccdes da cristalinidade e da estrutura molecular sdo mecanismos
utilizados para a caracterizagdo das dispersdes solidas. Algumas das técnicas
utilizadas s&o de espectroscopia na regiao do infravermelho (IR ou FTIR), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a
termogravimetria (TGA) (DHIRENDRA et al., 2009).

3.4 Allium cepa L.

As cebolas da espécie A. cepa podem ser utilizadas como modelos in vivo de
bioensaios ou como bioindicadores, sendo essa espécie uma monocotiledénea da
familia Amaryllidaceae (SILVEIRA, 2016). Esses vegetais sdo normalmente utilizados
porque apresentam alta sensibilidade e elevado grau de conformidade com outros
sistemas-teste (ARRARES; LONGHIN, 2012). A A. cepa tem sido usada para avaliar
os efeitos de extratos vegetais, verificando a presenga de genotoxicidade, mas
também como agente importante no monitoramento da poluicdo ambiental e na
avaliagao da capacidade de mutagénese através do contato com compostos quimicos
(FACHINETTO et al., 2007; MA et al., 1995). Nesse contexto, esse sistema possui
Otimas caracteristicas cinéticas de proliferagcdo e poucos cromossomos (2n=16),
facilitando a percepgao das mudancas no fuso mitético e de quebras cromossdémicas
(HERRERO et al., 2012; LACERDA; MALAQUIAS; PERON, 2014). Além do mais, o
uso desse bioindicador apresenta outras vantagens como facilidade de manipulagao
e baixo custo (BAGATINI; FERREIRA DA SILVA; TEDESCO, 2007; PAULA et al.,
2015).

3.5 Drosophila melanogaster

D. melanogaster € uma mosca de ordem taxonOmica Diptera, sendo

morfologicamente e geneticamente bem definidas. O grupo melanogaster que é
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formado por cerca de 186 espécies € pertencente ao subgénero Sophophora
proveniente do género Drosophila (MONTEIRO, 2014). Apresenta caracteristicas
como prole numerosa, ciclo de vida rapido, baixo custo, facilidade de obtengao e
manutencao em laboratério, tamanho reduzido, facil diferenciacdo dos sexos, baixo
numero de cromossomos (2n=8) e cromossomos gigantes (AGUIAR, 2015) (AGUIAR,
2015; COLPO et al., 2019).

Popularmente conhecida como a mosca da fruta, € amplamente utilizada
pelos pesquisadores, pois apresenta capacidade de investigagcao de expressao génica
e de biologia celular. Devido a esses fatores, a D. melanogaster € usada como modelo
experimental, gracas a similaridade relatada entre o seu sistema enddcrino em relagao
ao dos mamiferos (GREENSPAN, 2004; MORRIS et al., 2012).

3.6 Enzimas antioxidantes

O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre os compostos
oxidantes e antioxidantes do organismo. Entre as substancias oxidantes estdo o
oxigénio singleto (O2), o peréxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH) e o
anion superoxido (Oz2’). Esses chamados intermediarios oxidativos sdo formados
quando ha a redugao univalente do oxigénio molecular (O2), o que corresponde a
cerca de 2 a 5% das vezes. Os processos de formagao dessas substancias reativas
ao oxigénio e ou radicais livres ocorrem principalmente nas mitocdndrias, membranas
celulares e no citoplasma (BARBOSA et al., 2010; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
MITTLER, 2002).

Quando essas espécies se encontram em quantidade excessiva no
organismo desencadeia-se o processo de estresse oxidativo, o que resulta na lesao
de estruturas biologicas importantes para o funcionamento das células, podendo
ocasionar o desenvolvimento de diversas doengas (ABDALLA, 2001; VELLOSA et al.,
2021). Nesse contexto, o organismo possui um sistema de defesa antioxidante que
pode contribuir na inibicdo da formacao e atuacdo dessas espécies reativas, como
também na redugéo e reparo dos danos provenientes da atuagao delas (CLARKSON;
THOMPSON, 2000; KOURY; DONANGELO, 2003). Entre os componentes do sistema
de defesa, encontram-se os antioxidantes n&o-enzimaticos, que sao conseguidos
principalmente através da dieta, também algumas proteinas e os antioxidantes
enzimaticos, onde destacam-se as enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a Glutationa Peroxidase (GPx) (VANNUCCHI et al., 1998).



20

As enzimas superoéxido dismutases (SOD) exercem o papel na dismutagéo do
anion superoxido (O2) em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz2)
(MUZYKANTOV, 2001). A superodxido dismutase € a primeira linha de defesa contra
o acumulo de substancias reativas, sendo classificadas em trés tipos através de seus
cofatores metalicos, como cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), o manganés (Mn-SOD) e o ferro
(Fe-SOD) que podem ser encontradas em diferentes locais nas células (GILL;
TUTEJA, 2010). A versao contendo manganés € normalmente encontrada nas
mitocdndrias, enquanto a com zinco e cobre fica no citoplasma (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2002).

A catalase esta presente em diversos seres vivos que possuem respiracao
aerobica, sendo também uma das pioneiras no que se diz respeito ao isolamento com
elevado grau de pureza (FITA; ROSSMANN, 1985). E uma enzima pertencente ao
sistema de defesa antioxidante das células, ajudando-as no processo de retirada de
espécies reativas ao oxigénio, estando principalmente situadas nas mitocéndrias e
peroxissomas (BELO; SOUZA, 2016; FERRO et al., 2010). A catalase é responsavel
por decompor o peréxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O2) através
do auxilio de outras enzimas e contribui positivamente para o organismo, ja que na
presenca de Fe?*, por exemplo, o peroxido de hidrogénio se torna uma espécie muito
reativa prejudicando diversas biomoléculas (SEPASI TEHRANI; MOOSAVI-
MOVAHEDI, 2018). A Figura 2 a seguir demonstra esquematicamente a atuacgao
conjunta das enzimas superoéxido dismutase e catalase:

Figura 2 - Mecanismo de atuacdo SOD e CAT com o anion superéxido e o peréxido de
hidrogénio

SOD

.02-+.02-+ 2H+ ) 02+ H202

2 Linha defesa CAT

H202+ H202 () 2 H20 + 02

Fonte: Adaptado de PENG et al. (2014)
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4 METODOLOGIA
4.1 Materiais

Para a obtencéo da dispersdo sélida contendo naringenina foram utilizados
alcool etilico (Dinamica, 99,5%), o polimero Kolliphor Poloxamer 407 (massa molar de
12.000 g/gmol, Sigma-Aldrich), Tween 80 P.S. (Dinamica) e naringenina (Sigma-
Aldrich). Para a analise da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada em
Fourier foi utilizado Brometo de Potassio (KBr, Sigma-Aldrich). Cebolas da espécie A.
cepa foram adquiridas no comércio local de Campo Mourédo — PR e foram utilizadas
para verificagdo de atividade biolégica. Solugao tampao (TRIS - 50mM, pH 7,4) foi
utilizada no processo de homogeneizagao das raizes das cebolas para verificagao de
atividade enzimatica. Agar, fermento biolégico seco, leite em pd, sacarose, Nipagin
(metilparabeno), alcool etilico (Dinamica, 99,5%), naringenina pura (Sigma-Aldrich) e
dispersbes solidas contendo naringenina foram utilizados para a produgdo dos
compostos a serem utilizados como meio de analise para as moscas. Moscas D.
melanogaster adultas foram utilizadas para verificagao de atividade biolégica. Solugao
tampao (TRIS — 50mM, pH 7,0) foi utilizada no processo de homogeneizagéo das
moscas para verificagao de atividade enzimatica.

Solugado tampéo (TFK — 50 mM, pH 7,0) e perdxido de hidrogénio (H202,
Dinadmica) foram utilizados para a determinacédo da atividade da catalase. Solugao
tampéao (TFK — 100mM, pH 7,5), TEMED (Dinédmica), solu¢do de NaOH (Dinamica),
EDTA (Dinamica) e quercetina (Sigma-Aldrich) foram utilizados para a determinagéo

da atividade da superdxido dismutase.

4.2 Obtencao da dispersao sélida contendo naringenina

Tween 80 (0,009 g), etanol (37,5 mL) e Poloxamer 407 (0,9 g) foram pesados
em um béquer e submetidos ao banho de agua a 60°C por 1 minuto. Posteriormente,
a solucgao foi colocada sob leve agitacdo magnética por 5 minutos, apos este periodo
ocorreu a adigao do bioativo (0,09 g) e a solugdo permaneceu em agitagao magnética
por mais 5 minutos. A mistura foi submetida ao sonicador (Fisher Scientific, 120 W)
por 3 minutos (30 segundos ligado e 10 segundos desligado). A disperséo resultante
foi evaporada em estufa com circulagao e renovacao de ar a 40°C por 12 horas. As

amostras secas foram refrigeradas e protegidas da luz.
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4.3 Caracterizagao

Para avaliar o estado fisico da disperséo solida, foi empregada a Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC, Perkin Elmer 4000). As amostras avaliadas foram de
naringenina pura, a dispersdo, o encapsulante e a mistura fisica (fisica manual
composta da naringenina e do encapsulante). As amostras foram avaliadas com uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min, em uma faixa de temperatura de 0 a 400°C e com
fluxo de nitrogénio gasoso de 50 mL/min.

Para identificar possiveis interagdes quimicas entre os reagentes utilizados na
obtencao da dispersao, foi realizada a analise da Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR, Shimadzu, IR Affinity-1) na faixa de 3500 cm™' a

500 cm-' com resolugédo de 2 cm™' e 32 scans acumulados.

4.4 Preparacgao dos tecidos de Allium cepa L.

Foram preparadas solugdes da dispersao solida contendo naringenina e de
naringenina pura (livre) em 3% e 1% de concentracdo (g dispersdo solida do
bioativo/mL H20). Foram preparadas solugbes contendo apenas o encapsulante e
solugdes controle, contendo apenas agua destilada. As pontas das raizes ficaram em
contato com as respectivas solugcdes por até 48 horas. Foi realizada a coleta das
pontas no tempo 0, apds 24 horas e ao final da analise (apds as 48 horas). A relagao
dos componentes que foram utilizados para a preparagao das solucdes esta descrita
na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigao das solugdes colocadas em contato com os tecidos de A. cepa para

verificagado da atividade biolégica da dispersao sélida contendo naringenina e da naringenina
livre

) (continua)
Solugées Dispersao Naringenina pura Agua destilada Encapsulante P407
(gramas) (gramas) (mL) (gramas)
Dispersao 1% 0,9 - 90 -
Dispersao 3% 2,7 - 90 -
Livre 1% - 0,06 60 -

Livre 3% - 0,18 60 -
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Tabela 1 - Composigao das solugdes colocadas em contato com os tecidos de A. cepa para
verificagao da atividade bioldgica da dispersao soélida contendo naringenina
(conclusao)

Poloxamer 407 - - 60 54

Controle - - 90 -

Fonte: Autoria prépria (2021)

4.5 Homogeneizagao dos tecidos de Allium cepa L. para avaliagao de atividade
enzimatica

Ocorreu a coleta das pontas de A. cepa no tempo 0, apés 24 e apds 48 horas
de contato com as solugdes. A cada coleta, cerca de 60 pontas de cada uma das
cebolas foram retiradas com auxilio de uma pinga e colocadas em tubos do tipo
eppendorf juntamente com 300uL de solugédo tampao TRIS 50mM pH 7,4. As pontas
foram prensadas na solugao tampao com o auxilio de um bastao de vidro.

As amostras foram submetidas a centrifugagéo por 10 minutos a 5000 rpm e
0 sobrenadante foi retirado e armazenado no congelador até a realizagdo das analises

de determinagao da atividade enzimatica.

4.6 Preparacao dos meios de analise das moscas Drosophila melanogaster

Para a obtencéo da polenta foram pesados agar (4,5 g), fermento biolégico
seco (4,5 g), leite em po6 (4,5 g), sacarose (0,22 g) e nipagin (0,36 g), sendo esses
componentes todos diluidos em agua destilada (450 mL). A solucao foi fervida e
dividida em frascos estéreis (15 mL cada).

Foram preparados compostos de naringenina livre e de dispersdo solida
contendo naringenina nas concentragdes de 160, 210 e 250 ug/mL. Para o preparo
das solugcdes de naringenina livre, foi obtida uma solugdo estoque (SE) na
concentragcado de 4000 ug/mL, para isso diluiu-se naringenina pura (40 mg) em alcool
etilico (10 mL). Para a obtencdo das solugdes de dispersao solida contendo
naringenina, também foi preparada uma solugdo estoque (SE) na mesma
concentracao, para isso dilui-se dispersao solida contendo naringenina (444,44 mgq)
em agua destilada (10 mL). As solugdes foram unidas ao agar nos frascos estéreis

para um volume final de 16 mL. Na Tabela 2 e na Tabela 3 estao descritas as relacbes
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dos componentes utilizados para a preparagao do meio de analise das moscas para

a naringenina livre e para a dispersao, respectivamente.

Tabela 2 - Composig¢ao do meio de analise das moscas D. melanogaster para avaliagao da
atividade da naringenina livre

Solugao Solugao Estoque -  Alcool etilico (pL) Agar (mL)
SE (pL)
Controle (Etanol) - 1000 15
Controle (Agua) - 1000* 15
160 ug/mL 640 360 15
210 pg/mL 840 160 15
250 pg/mL 1000 - 15

Nota: *Nesse grupo foi utilizada agua ao invés de alcool etilico.
Fonte: Autoria prépria (2022)

Tabela 3 - Composi¢ao do meio de analise das moscas D. melanogaster para avaliagao da
atividade da naringenina nanoencapsulada

Solugao Solugao Estoque —  Agua destilada (pL) Agar (mL)
SE (uL)

Controle (Agua) - 1000 15
160 pug/mL 640 360 15
210 pg/mL 840 160 15
250 pg/mL 1000 - 15

Fonte: Autoria prépria (2022)

Apos a solidificagdo do agar mais o composto, ocorreu a transferéncia das
moscas jovens (2-3 dias) para os meios. Para a sincronizagao do tempo de vida das
moscas, separou-se apenas larvas. Apos a eclosao das larvas (2-3 dias), as moscas
foram mantidas nos vidros por um periodo de 2 dias até tornarem-se adultas. No
terceiro dia — apds a eclosao — as moscas foram transferidas para o meio de analise
(100 moscas para cada meio). Para a validagao dos resultados foi necessario realizar
cinco vezes o0 experimento. Sendo que, no 5° dia de cada uma das rodadas foi

preparado o homogeneizado.

4.7 Homogeneizagcao das moscas Drosophila melanogaster para avaliagao de
atividade enzimatica

A homogeneizagao das moscas ocorreu no 5° dia de experimento. Ocorreu a

maceragdo manual com o auxilio de bast&o de vidro de cerca de 100 moscas em 1000

ML de solugao Tris-HCI 50 mM pH 7,0. O material coletado foi centrifugado a 10.000



25

rom durante 10 minutos, o sobrenadante foi separado em tubos do tipo eppendorf e

congelado até a realizag&do das analises de atividade enzimatica.

4.8 Determinagdo da atividade enzimatica da catalase e da superéxido
dismutase

O método empregado para determinagao da atividade enzimatica da catalase esta
descrito por AEBI (1984). A leitura foi feita no equipamento de UV-Vis (OceanOptics,
Red Tide USB 650 UV). As amostras homogeneizadas foram descongeladas para a
realizagcdo das analises. Em tubos de ensaio foram adicionados o tampao TFK 50 mM
pH 7,0 (1800 uL) e a amostra homogeneizada (20 uL). O equipamento foi zerado e a
leitura das amostras ocorreu em 240 nm em cubeta de quartzo. A primeira leitura foi
apenas de solugcédo tampao e amostra homogeneizada proveniente do tubo de ensaio,
uma segunda leitura foi realizada imediatamente apds a adicdo de perdxido de
hidrogénio 30% (H202) (180 uL) - diretamente na cubeta de quartzo - e a terceira
leitura foi feita apds a acado de 3 minutos da substancia.

O resultado foi expresso em perdxido de hidrogénio consumido/ min. A solugao
utilizada de peréxido de hidrogénio 30% é resultado da adicao de TFK 50 mM pH 7,0
(5 mL) com peroxido de hidrogénio (170 ulL), a preparagédo desta solugdo deve ser
realizada no dia da analise, em frasco ambar. O procedimento descrito acima foi
realizado em duplicata para cada uma das amostras homogeneizadas.

A atividade da superéxido dismutase é determinada pelo monitoramento da
auto-oxidagdo da quercetina (decréscimo da absorbancia) (KOSTYUK;
POTAPOVITCH, 1989). A leitura das amostras ocorreu na leitora automatica de
microplacas (marca Thermoplate). Para a analise de cada uma das amostras
homogeneizadas, foram adicionados TFK 100 mM pH 7,5 (50 uL), agua destilada (30
uL), TEMED (40 puL), amostra homogeneizada/tecido (20 uL) e por ultimo foram
adicionados NaOH (20 uL) e a quercetina (20 uL), respectivamente. A reagdo comecga
com a adigdo da quercetina, a leitura ocorreu em 405 nm no momento da adigéo
(tempo zero), apds 10 minutos e por fim, apds 20 minutos.

Foi realizada uma leitura sem a presencga da amostra homogeneizada (tecido).
TFK 100 mM pH 7,5 (50 uL), agua destilada (50 ulL), TEMED (40 pL) e por ultimo
foram adicionados NaOH (20 uL) e a quercetina (20 ulL), respectivamente. A leitura

ocorreu da mesma maneira das outras amostras e no mesmo comprimento de onda
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(405 nm). O resultado foi expresso em quantidade de enzima requerida para inibir

50% da auto-oxidagéo da quercetina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizagao da dispersao sélida contendo naringenina

5.1.1 Calorimetria Diferencial de Varredura

Na Figura 3 estdo apresentados os termogramas obtidos na analise de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) da naringenina, da dispersédo sélida
contendo naringenina, da mistura fisica e do encapsulante (P407).

Figura 3 - Curvas de DSC da dispersao sélida contendo naringenina em relagédo ao
encapsulante, a naringenina pura e a mistura fisica
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Fonte: Autoria prépria (2021)

Nos termogramas apresentados, é possivel identificar o pico da temperatura
de fusédo (Tr) da naringenina em 258°C, proximo ao encontrado na literatura de 257°C
(SANGPHEAK et al., 2015). O pico endotérmico de fusdo do polimero P407 foi
encontrado préximo a 62°C, também préximo ao encontrado na literatura (57,13°C)
(HURLEY et al., 2020). Contudo, a fusdo da naringenina nao pdde ser detectada na
mistura fisica, possivelmente devido a baixa concentragédo da naringenina, o que pode
levar a ndo deteccao deste composto durante a analise. Contudo, a auséncia do pico
de fusdo de um composto encapsulado € um indicativo da sua eficiente encapsulacao,
pois sugere a formagao de uma solugéo solida amorfa (ROCHA et al., 2014). Soma-
se a essa evidéncia o fato de o pico de fusao do encapsulante P407 na disperséo ter

se deslocado em relagdo ao seu termograma puro.
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5.1.2 Espectroscopia do Infravermelho

A Figura 4 mostra os espectros obtidos na Espectroscopia no Infravermelho
(FTIR).

Figura 4 - Espectros de FTIR da dispersao sélida contendo naringenina em relagao ao
encapsulante, a naringenina e a mistura fisica
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Fonte: Autoria prépria (2021)

No espectro de absorcado de FTIR do P407 foi possivel identificar uma banda
de absorgéo bem definida em 2891 cm-' referente ao grupo C-H alifatico e as bandas
presentes em 1343 cm™” e 1111 cm™ confirmaram a presenca de ligagbes C-O
caracteristicos de grupamento éter (VYAS et al., 2009). E para a naringenina, 0s picos

relativos ao grupamento OH podem ser encontrados em cerca de 3000 cm-"

5.2 Determinacgao da atividade enzimatica
5.2.1 Atividade enzimatica nos tecidos de Allium cepa L.

5.2.1.1 Superoéxido dismutase

Nas Figuras 5 e 6 estédo representados os resultados obtidos nas analises de
determinacado de atividade enzimatica da superoxido dismutase nos tecidos de A.
cepa com as solugdes contendo naringenina livre e a dispersdo sélida, nas

concentracoes de 1 € 3%.
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Figura 5 - Efeito sobre a atividade da enzima SOD no tecido de A. cepa da naringenina livre
O homogeneizado de A. cepa foi utilizado para avaliar a atividade da SOD, sendo que foi tratado em
diferentes concentragdes de naringenina livre em agua destilada (1 e 3%). Diferenca significativa
entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparagéo ao grupo
controle.

100+

% Quercetina

| < ol |

Concentragao NARINGENINA

Fonte: Autoria prépria (2022)

Figura 6 - Efeito sobre a atividade da enzima SOD no tecido de A. cepa da naringenina
nanoencapsulada
O homogeneizado de A. cepa foi utilizado para avaliar a atividade da SOD, sendo que foi tratado em
diferentes concentragdes de naringenina nanoencapsulada em agua destilada (1 e 3%). Diferencga
significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por anélise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparacao ao
grupo controle.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Considerando o controle fixado na inibicao de 50%, percebe-se que houve

aumento da inibicdo da auto oxidagdo da quercetina nos grupos avaliados, exceto
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para a concentracédo de 3% de naringenina livre, que apresentou um valor sutiimente
abaixo do esperado.

PARI e GNANASOUNDARI (2006) avaliaram o efeito da naringenina no
sistema antioxidante no figado de ratos intoxicados por oxitetraciclina. A
administracao com oxitetraciclina resultou na diminui¢cao das atividades da superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Quando os organismos receberam a
substancia quimica juntamente com a naringenina, observaram a melhora nos
parametros avaliados, inclusive um aumento significativo das atividades das enzimas,

comprovando a capacidade antioxidante da naringenina frente ao estresse oxidativo.

5.2.1.2 Catalase

A seguir estado representados nas Figuras 7 e 8 os resultados obtidos acerca
da analise de atividade enzimatica da catalase presente nos tecidos de A. cepa das

solugdes de naringenina livre e nanoencapsulada nas concentragcdes de 1 e 3%,

respectivamente.

Figura 7 - Efeito sobre a atividade da enzima CAT no tecido de A. cepa. da naringenina livre
O homogeneizado de A. cepa foi utilizado para avaliar a atividade da CAT, sendo que foi tratado em
diferentes concentragbes de naringenina livre em agua destilada (1 e 3%). Diferenga significativa
entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por anélise de varidncia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparagéo ao grupo
controle.
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Figura 8 - Efeito sobre a atividade da enzima CAT no tecido de A. cepa. da naringenina
nanoencapsulada
O homogeneizado de A. cepa foi utilizado para avaliar a atividade da CAT, sendo que foi tratado em
diferentes concentragbes de naringenina nanoencapsulada em agua destilada (1 e 3%). Diferenca
significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por analise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparagao ao
grupo controle.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Os resultados mostram um aumento na atividade da catalase para 1 e 3%
tanto na forma livre quanto nanoencapsulada, entretanto houve muita variagcdo das
analises, resultando em um desvio padrao alto e consequentemente impossibilitando
a verificacdo de uma significancia.

Existem trabalhos encontrados na literatura envolvendo a avaliacdo da
atividade da catalase com o tratamento de naringenina frente ao estresse oxidativo.
POHL et al. (2017) avaliaram o efeito de nanocapsulas de naringenina sobre
parametros de estresse oxidativo em estdbmago de ratos. A administracdo da
dispersdo solida contendo naringenina e da naringenina livre nao influenciou a
atividade da SOD, no entanto, os tratamentos testados reduziram a atividade da CAT.

FERREIRA (2017) estudou o efeito neuroprotetor da naringenina
nanoencapsulada em modelo de deméncia induzida por estreptozotocina em
camundongos. Nas analises referentes aos niveis de antioxidantes cerebrais foi
verificado que n&o houve alteragdo nos niveis de atividade da catalase, mostrando
homogeneidade entre os grupos experimentais. O pré-tratamento com o flavonoide

livre e nanoencapsulado manteve o nivel da CAT no tecido cerebral, prevenindo a sua



32

reducdo em comparagdo com tratamento com as nanocapsulas sem a adigao do

bioativo.

5.2.2 Atividade enzimatica em Drosophila melanogaster

5.2.2.1 Superdxido dismutase

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos da analise de atividade enzimatica
da SOD para os homogeneizados de D. melanogaster nas solugbes de naringenina

livre e nanoencapsulada em diferentes concentragoes.

Figura 9 - Efeito sobre a atividade da enzima SOD ex vivo no tecido de D. melanogaster da
naringenina e dispersao sélida contendo naringenina

A avaliagéo da atividade da SOD utilizou homogeneizado de D. melanogaster tratado com
diferentes concentragdes (160, 210 e 250 yg/mL de naringenina livre diluida em etanol (destaque em

verde no grafico) ou da dispersao solida contendo naringenina diluidas em agua (destaque em azul
no grafico). O controle (CT) foi incubado com etanol. A linha tracejada indica o controle realizado com

a quercetina. Diferencga significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi
determinada por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. * p <
0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Através dos resultados obtidos, observa-se que tanto os tratamentos com
naringenina livre quanto nanoencapsulada provocaram aumento no percentual de
inibicdo da auto-oxidagao da quercetina, o que demonstra que provavelmente a
enzima nao teve sua atividade inibida com o uso de solugdes em diferentes
concentragbes. RAZA et al. (2013) avaliaram o efeito neuro protetor da naringenina
em ratos através de uma abordagem farmacolégica para investigar a capacidade do

bioativo de prevenir o processo de estresse oxidativo e o dano cerebral inflamatério.
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Verificaram entre as analises realizadas que a naringenina aumentou a atividade da
SOD, sugerindo sua ampla indugao de antioxidantes endogenos.

Da mesma forma, YADAV et al. (2022) desenvolveram uma investigagéo para
estudar o papel positivo que a naringenina pode apresentar contra a toxicidade
induzida por chumbo em linfocitos do sangue periférico sob condi¢gdes de analise in
vitro. Os autores observaram que o tratamento das células em contato com o chumbo
e a naringenina resultou em uma redugao no dano genético e aumento da atividade
da superéxido dismutase e outras enzimas se comparado ao tratamento apenas com

chumbo, comprovando assim o potencial como agente protetor que a naringenina
apresenta.

5.2.2.2 Catalase

A seguir encontra-se a Figura 10 que apresenta os resultados obtidos nas
analises de determinacéo de atividade enzimatica da catalase para os tecidos de D.

melanogaster tratados com solugbes de naringenina livre e nanoencapsulada em

diferentes concentracoes.

Figura 10 - Efeito sobre a atividade da enzima CAT ex vivo no tecido de D. melanogaster da
naringenina livre e de dispersao solida contendo naringenina
O homogeneizado de D. melanogaster foi utilizado para avaliar a atividade da CAT, sendo
que foi tratado com diferentes concentragdes (160, 210 e 250 yg/mL) de naringenina livre diluida em
etanol (destaque em verde no grafico) ou da dispersao sélida contendo naringenina diluidas em agua
(destaque em azul no grafico). O controle (CT) foi incubado com etanol. Diferenca significativa entre o
grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por analise de varidncia unidirecional
(ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Dos resultados obtidos nas analises da CAT fica claro o aumento da atividade
da enzima com as solug¢des de naringenina livre em relagao ao controle. No entanto,
os tecidos em contato com a dispersao solida de naringenina — principalmente nas
concentragbes de 210 e 250ug/mL n&o apresentarem aumento significativo da
atividade da CAT em relagao ao grupo controle.

A resposta em relagdo ao estresse oxidativo pode ser diferente e ser
influenciada por fatores como: nivel e duracdo da exposicdo as espécies reativas ao
oxigénio e ao contexto celular que acontece o estresse, isso pode explicar as
diferencas observadas nas atividades das enzimas (WOJNAR; ZYCH;
KACZMARCZYK-SEDLAK, 2018).
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6 CONCLUSAO

Naringenina foi utilizada na obtengdo de uma dispersdo solida e a sua
atividade ex vivo foi avaliada em modelos biolégicos bem estabelecidos na literatura
cientifica (A. cepa e Drosophila melanogaster). A analise das dispersdes solidas
contendo naringenina por meio de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR) indicam
evidéncias de formagdo de uma solugéo solida entre a naringenina e o Poloxamer
407.

Na determinacao enzimatica da atividade da superoxido dismutase, tanto para
os tecidos A. cepa quanto para as D. melanogaster, foi possivel observar que o0 uso
de naringenina pura e na forma de disperséo solida n&o inibiu a atividade da enzima.
Para a avaliacdo da catalase nos tecidos de A. cepa houve o aumento da atividade
da enzima em relagdo ao grupo controle com a naringenina nas duas formas, no
entanto, o elevado desvio padrdo n&o permitiu avaliar a significancia dos resultados.
Também foi verificado aumento da atividade da CAT nas Drosophila melanogaster,
entretanto ndo apresentou resultado significativo nas dispersdes solidas em maiores
concentracdes de bioativo.

Os resultados apresentados indicam a potencialidade de obtencdo de
naringenina encapsulada, assim como a continuagcdo de estudos relacionados a
encapsulagdo de compostos bioativos incorporados em alimentos. Além do mais,
encontra-se diversos trabalhos na literatura que mostram a viabilidade do uso de
naringenina como agente antioxidante e atenuadora do estresse oxidativo. A pesquisa
realizada contribuirda para trabalhos futuros que objetivem o uso de naringenina
encapsulada em alimentos, que se idealize agregar (novas) com propriedades

benéficas a salde.
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