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RESUMO

A Trattinickia rhoifolia € uma planta de uso medicinal utilizada popularmente para tratar
doengas de garganta, laceracdes de pele, tratamento e prevengdo de tumores e leucemia. O
estudo refere-se ao isolamento de compostos fendlicos, avaliacdo da atividade biologica em
camundongos e da capacidade sequestradora de radicais livres nos extratos das folhas dessa
planta. As folhas foram coletadas no municipio de Sinop/MT, secas em estufa, trituradas e
submetidas a extracdo dos constituintes quimicos com etanol. O extrato bruto etandlico foi
submetido a uma particdo que originou as fracdes hidrometandlica (HM) e acetato de etila
(EA). As anélises quimicas de fendis totais foram feitas pelo método de Folin-Ciocalteau, os
flavonoides totais pelo método colorimétrico do cloreto de aluminio e o potencial antioxidante
realizado pelo método de reducéo do radical DPPHe em concentracdo eficiente para reduzir
50% da atividade (ECsp). Os flavonoides identificados por cromatografia liquida-
espectrometria de massa (LC-MS/MS). Para analises bioldgicas foram utilizados
camundongos Swiss machos, obtidos do Biotério da UFMT/Cuiaba, tratados com as fracdes
HM e EA. Esta pesquisa foi certificada conforme protocolo n° 23108.701484/14-2 da CEUA-
UFMT. Os grupos foram divididos de acordo com o tipo de tratamento: GI-Controle; GlI-
PCM (paracetamol); GIII-PCM+HM; GIV-PCM+EA; GV-HM; GVI-EA. As fragdes (100
mg/kg) foram administrados por 7 dias apds 3h da inducdo da lesdo com paracetamol (250
mg/kg). Foram realizados testes bioquimicos e os dados foram avaliados por ANOVA
sequida por Tukey (p<0,05). Os ensaios determinaram os valores para superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), proteinas
carboniladas (PC), acido ascorbico (ASA), derivados do acido tiobarbitarico (TBARS) do
estresse oxidativo nos tecidos hepético e/ou renal. Avaliaram-se os parametros plasmaticos
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), glicemia, triglicerideos e
colesterol. Os resultados dos fendis totais 436 + 2,96 e 437 + 6,05 mg EAG/g para HM e EA,
respectivamente. Para flavonoides totais um teor 12 + 0,18 e 40 + 0,88 mg EQ/g nas fracbes
HM e EA, respectivamente, a fracdo EA apresentou ECsy 35 pg/mL comparado ao HM com
ECso 44 pg/mL. No extrato bruto etandlico foram identificados por LC-MS/MS utilizando o
monitoramento de reacGes multiplas (MRM) os Flavonoides: Amentoflavona, Apigenina,
Canferol, Luteolina, Quercetina, Quercetina-3-p-D-glicosideo, Rutina e Taxifolina. O
paracetamol diminuiu a atividade da glutationa-S-tranferase (GST), catalase (CAT) e alanina
aminotransferase (ALT) e as concentraces de glutationa reduzida (GSH) e acido ascorbico
(ASA), além de aumentar as proteinas carboniladoas (PC) e a peroxidacao lipidica (TBARS).
Esses parametros voltaram aos niveis do controle no figado pelos tratamentos com PCM+HM
e PCM+EA na CAT, ASA e PC, pelo tratamento PCM+HM no TBARS e PCM+EA na GST.
No rim a GSH e a PC foram restauradas pelos tratamentos PCM+HM e PCM+EA. As fracdes
também reduziram os niveis de glicose e de triglicerideos dosados no plasma. Com base nos
dados apresentados, a fracdo EA demonstra maior capacidade de reverter alteracOes
provocadas nos parametros bioquimicos analisados por apresentar concentragdo de
flavonoides e atividade antioxidante maior em comparagdo com o HM.

Palavras-chave:  Trattinnickia  rhoifolia, = compostos  fendlicos,  Antioxidante,
Hepatotoxicidade.



ABSTRACT

Trattinickia rhoifolia is a medicinal plant popularly used to treat throat diseases, skin
lacerations, treatment and prevention of tumors and leukemia. The study refers to the isolation
of phenolic compounds, evaluation of the biological activity in mice and the sequestering
capacity of free radicals in the extracts of the leaves of this plant. The leaves were collected in
the municipality of Sinop / MT, dried in an oven, crushed and submitted to extraction of the
chemical constituents with ethanol. The crude ethanolic extract was submitted to a partition
that gave the hydromethanolic (HM) and ethyl acetate (EA) fractions. The chemical analyzes
of total phenols were made by the Folin-Ciocalteau method, the total flavonoids by the
aluminum chloride colorimetric method and the antioxidant potential performed by the
DPPHe radical reduction method in an efficient concentration to reduce activity by 50% (EC
50). Flavonoids identified by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS / MS). For
biological analysis, male Swiss mice were obtained from the UFMT / Cuiabd Vivarium,
treated with the HM and EA fractions. This research was certified according to protocol no.
23108.701484 / 14-2 of CEUA-UFMT. The groups were divided according to the type of
treatment: GI-Control; GII-PCM (paracetamol); GI1I-PCM + HM; GIV-PCM + EA; GV-HM;
GVI-EA. Fractions (100 mg / kg) were given 7 days after 3 hours of paracetamol (250 mg /
kg) induction of the lesion. Biochemical tests were performed and data were analyzed by
ANOVA followed by Tukey (p <0.05). The assays determined the values for superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST), reduced glutathione
(GSH), carbonylated proteins (PC), ascorbic acid (ASA), thiobarbituric acid derivatives
(TBARS) of oxidative stress in hepatic and / or renal tissues. Plasma parameters alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), glycemia, triglycerides and
cholesterol were evaluated. The results of total phenols were 436 + 2.96 and 437 £+ 6.05 mg
EAG / g for HM and EA, respectively. For total flavonoids a content of 12 + 0.18 and 40 +
0.88 mg EQ / g in the HM and EA fractions, respectively, the EA fraction presented 35 pg /
mL ECso compared to the MH with 44 ug / mL ECsp. In the crude ethanolic extract,
Flavonoids: Amentoflavone, Apigenin, Canferol, Luteolin, Quercetin, Quercetin-3-p-D-
glycoside, Rutin and Taxifoline were identified by LC-MS / MS using multiple reactions
monitoring (MRM). Paracetamol decreased the activity of glutathione-S-transferase (GST),
catalase (CAT) and alanine aminotransferase (ALT) and the concentrations of reduced
glutathione (GSH) and ascorbic acid (ASA), besides increasing carbonylated proteins And
lipid peroxidation (TBARS). These parameters returned to the levels of the control in the liver
by treatments with PCM + HM and PCM + EA in CAT, ASA and PC, by PCM + HM
treatment in TBARS and PCM + EA in GST. In the kidney the GSH and PC were restored by
PCM + HM and PCM + EA treatments. Fractions also reduced plasma glucose and
triglyceride levels. Based on the data presented, the EA fraction shows a greater capacity to
revert alterations provoked in the biochemical parameters analyzed because it presents
concentration of flavonoids and greater antioxidant activity in comparison to the HM.

Key words: Trattinnickia rhoifolia, phenolic compounds, Antioxidant, Hepatotoxicity.
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Trattinnickia rhoifolia (Willd) e avaliacédo da atividade antioxidante

Artigo a ser submetido ao Journal of Ethnopharmacology



13

Identificacéo de flavonoides por LC-MS/MS no extrato de folhas da Trattinnickia
rhoifolia (Willd) e avaliagdo da atividade antioxidante
Lilian Marigo Magalhdes®, Valéria Dornelles Gindri Sinhorin®, Camila Cristina Pereira de

Souza®, Rogério de Campos Bicudo®, Adilson Paulo Sinhorin®.
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: Trattinnickia rhoifolia € uma planta do tipo angiosperma
pertencente a familia das Burceraceae conhecida popularmente como breu, classificada na
tribo Canarieae. Sua resina e folhas sdo utilizadas popularmente para tratar doencas de
garganta, laceracOes de pele, tratamento e prevengédo de tumores e leucemia.

Objetivo do estudo: quantificar o teor de fendis e flavonoides totais presente no vegetal em
estudo e sua correlacdo com a atividade antioxidante, identificar e caracterizar os flavonoides
presentes nas folhas dessa espécie. E avaliar o efeito protetor in vivo das fraches
hidrometandlica e acetato de etila de Trattinnickia rhoifolia contra a hepatotoxicidade
induzida por paracetamol (PCM).

Material e métodos: As folhas foram secas, trituradas e submetidas a extracdo dos
constituintes quimicos com etanol. O extrato bruto etandlico foi submetido a uma particdo
obtendo-se as fragcbes denominadas hidrometandlica (HM) e acetato de etila (EA). Foram
realizadas analises quimicas de quantificacdo por espectrofotometro UV-Vis dos fenais totais,
flavonoides totais, potenciais antioxidantes e identificagdo por LC-MS/MS utilizando o
monitoramento de reacdes maltiplas (MRM). As analises bioldgicas realizadas no figado, rim
e plasma dos camundongos foram determinadas apds inducéo da lesdo por paracetamol (250
mg/kg) e tratados com as fracdes HM e EA (100 mg/kg) por 7 dias.

Resultados: O teor de fendis, flavonoides totais e ECs nas fragbes HM e EA: 436 e 437 mg
EAG/g; 12 e 40 mgEQ/g; ECso 44 e 35 pg/mL, respectivamente. Foram identificados
noextrato bruto os Flavonoides: Amentoflavona, Apigenina, Canferol, Luteolina, Quercetina,
Quercetina-3-p-D-glicosideo, Rutina e Taxifolina O paracetamol diminuiu a atividade da
glutationa-S-tranferase (GST), catalase (CAT) e alanina aminotransferase (ALT) e as
concentragOes de glutationa reduzida (GSH) e acido ascorbico (ASA), aléem de aumentar as
proteinas carboniladoas (PC) e a peroxidacgéo lipidica (TBARS). Esses parametros voltaram
aos niveis do controle no figado pelos tratamentos com PCM+HM e PCM+EA na CAT, ASA
e PC, pelo tratamento PCM+HM no TBARS e PCM+EA na GST. No rim a GSH e a PC
foram restauradas pelos tratamentos PCM+HM e PCM+EA. As fra¢Bes também reduziram os
niveis de glicose e de triglicerideos dosados no plasma.

Conclusédo: A fracdo HM e EA apresentaram capacidade de reverter alteracbes provocadas
nos parametros bioquimicos analisados e o EA possui maior teor de flavonoides e
consequentemente maior potencial antioxidante em comparag¢éo ao HM.

Palavras-chave:  Trattinnickia  rhoifolia, = compostos  fendlicos,  Antioxidante,

Hepatotoxicidade.
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1. Introdugéo

As plantas sdo consideradas fontes naturais para tratamento e prevencdo de doencas,
devido a presenca de metabdlitos secundarios como os polifendis que possuem, e dentre suas
propriedades ha a capacidade de agir como antioxidante (Coulibaly et al., 2014; Salgueiro et
al., 2016). Entre esses compostos fendlicos estdo os flavonoides, presentes em diversas partes
das plantas, com potencial de reduzir radicais livres e capacidade de quelar ions metalicos que
causam danos a saude (Behling et al., 2004; Sousa et al., 2007).

Trattinnickia rhoifolia (Willd) é uma espécie arbérea com plantas do tipo
angiospermas presente nas regides neotropicais, pertencente a familia das Burceraceae
conhecidas popularmente como breu (Lima, 2001) e estd classificada na tribo Canarieae
(Daly, 1989). Tem sua resina e folhas utilizadas popularmente para curar doencas de garganta,
laceracdes de pele, tratamento e prevencdo de tumores e leucemia (Salazar-Silvera and
Rosquete, 2010).

Estudos anteriores sobre a fitoquimica do género Trattinnickia relatam a presenca de
lichenxantona, triterpenos e esterdis na casca de T. peruviana (Marques e Ribeiro, 1994). Da
resina exsudada do tronco de T. aspera foram isolados os triterpenos e uma lactona
sesquiterpénica (Aregullin et al., 2002). Das folhas de T. glaziovii foi identificado o
biflavonoide podocarpusflavona A (Siani e Ribeiro, 1995).

Na espécie alvo deste estudo Lima et al. (2004) isolou da casca do tronco, ramos e
resina das espécies T. burserifolia e rhoifolia triterpenos e monoterpenos. Ramos et al. (2003)
determinou a presenca de monoterpenos volateis no éleo da resina retirada da arvore da T.
rhoifolia. No trabalho descrito por Salazar-Silvera and Rosquete (2010) amentoflavona, e
esterdis foram isolados como constituintes principais de folhas frescas de T.rhoifolia e
Rosquete et al. (2010) isolou a partir da resina de T. rhoifolia lactonas sesquiterpénicas.

Além da caracterizacdo fitoquimica, a avaliacdo do efeito bioldgico de seus
constituintes € de grande importancia para o estudo de plantas. O modelo de estresse
oxidativo induzido por paracetamol vem sendo muito utilizado com a intencdo de investigar
os efeitos de extratos e/ou fragdes de extratos de plantas ricas em compostos fendlicos sobre
atividades bioldgicas enzimaticas, ndo enzimaticas, marcadores de estresse oxidativo e
parametros bioquimicos (Hodgman e Garrard, 2012; Olaleye et al., 2014). O paracetamol
(acetominofeno) é um medicamento usado como analgésico e antipirético, mas que em altas
doses causa toxicidade e a deplecdo dos drgdos, provocando lesdo hepética, levando o

organismo ao estresse oxidativo e alterando o sistema antioxidante (Mirochnitchenko et al.,
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1999). Por outro lado os antioxidantes agem inibindo e protegendo o organismo contra o
processo de estresse oxidativo causados pelos radicais livres e espécies reativas do oxigénio
(Nijveldt et al.,2001).

Os flavonoides se tornaram alvo de muitos estudos devido a seus diversos beneficios
para a saude humana. Ha relatos que alguns deles como a quercetina, luteolina, apigenina,
canferol e rutina apresentam acdo anti-inflamatdria, antioxidantes, antidiabética e
anticancerigena (Duan et al., 2011; Ramirez et al, 2016; Shanmugam et al., 2016) .

Neste contexto, este € o primeiro estudo que teve como objetivo quantificar o teor de
fenois e flavonoides totais presente nas folhas de T. rhoifolia e sua correlagdo com o possivel
potencial antioxidante bem como, identificar e caracterizar a presenca de flavonoides por LC-
MS/MS. Apds avaliar o efeito hepatoprotetor em camundongos das fracGes de Trattinnickia
rhoifolia contra a hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol.

2. Material e métodos

2.1 Reagentes quimicos

Solventes etanol, acetato de etila, hexano, diclorometano e metanol (grau P.A.), 0s
flavonoides: amentoflavona, apigenina, canferol, luteolina, quercetina e quercetina-3-p-d-
gliosideo, rutina e taxifolina, os reagentes Folin-Ciocalteau, acido géalico, &cido ascérbico,
ketamina, xilaxina, acepromazina, albumina de soro bovino, Triton X-100, perdxido de
hidrogénio (H,0O,), glutationa reduzida, malondialdeido (MDA), é&cido 2-tiobarbiturico
(TBA), acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB), 2,4 dinitrofenil-hidrazina (DNPH),
reagente de Bradford, &cido tricloroacético (TCA), 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH?),
fosfato de potassio monobaésico, fosfato de potassio dibasico, fosfato de sédio monobasico,
fosfato de sodio dibasico, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) sal dissédico,
trisaminometano (Tris) e Tween 80 foram adquiridos da Sigma-Aldrich e Merck. Os kits para
dosagem de colesterol total, triglicerideos, glicose e alanina aminotransferase (ALT) foram
adquiridos da Labtest®, Diagnéstico S. A., Minas Gerais, Brasil.

2.2. Material vegetal e preparacdo do extrato

As folhas da T. rhoifolia estudada foram coletadas na area da UFMT — Sinop — MT

localizada a 11°52'00"S 55°28'58"W e identificada pelo professor Juliano de Paulo Santos. A
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exsicata foi depositada no Herbario Centro - Norte - Mato - Grossense (CNMT) da
Universidade Federal de Mato Grosso - Campus de Sinop, sob o nimero de tombo 6320.

As folhas foram secas em estufa com ventilagdo forcada, a temperatura de 45 °C
trituradas e submetidas a extracdo por maceracdo exaustiva (3x) por 7 dias a temperatura
ambiente com o etanol (PA). O extrato bruto foi obtido apds filtragdo e evaporacdo do
solvente sob vacuo a 45 °C, posteriormente ressuspenso em metanol/agua (1:1 v/v), filtrado
para retirada da clorofila e submetido a uma particdo com solventes por gradiente de
polaridade resultando as fracdes hidrometanolica (HM) e acetato de etila (EA). Por apresentar

alta e média polaridade estas fraces foram utilizadas para a realizacdo desse estudo.

2.3. Quantificacao de fendis e flavonoides totais

As andlises das fracdes HM e EA foram determinadas por espectrometria UV-Vis. O
teor de fenois totais foi determinado pelo método de "Folin-Ciocalteu” em 760 nm segundo
Woisky e Salatino (1998) utilizando &cido galico como padréo para a curva de calibracdo nas
concentragdes 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 ug/mL e expresso em miligrama de equivalente de
acido galico por grama de extrato (mg EAG/g). O teor de flavonoides totais foi medido em
425 nm pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI3) de acordo com Woisky e
Salatino (1998). Para a curva de calibracdo foi utilizado o padréo de quercetina (0,25; 0,50;
1,0; 1,5; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 pg/mL) e o resultado foi expresso em miligrama de

equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ/qg).

2.4. Determinacéo do potencial antioxidante in vitro (DPPHe)

A avaliacdo do potencial antioxidante seguiu a metodologia de Sousa et al. (2007),
com adaptacdes. O método consiste em determinar via espectrofotometria UV-Vis a 515 nm a
leitura das absorbancias da mudanca gradativa de coloracdo por acdo do potencial
antioxidante dos extratos com capacidade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH). A partir da comparacdo com o0s padres acido ascorbico e rutina, nos
resultados obtidos determinou-se a porcentagem de DPPHe remanescente no meio reacional,
determinando a concentragdo eficiente (ECsp) como sendo a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracéo inicial de DPPH- em 50 %.
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2.5. Andlises por LC-MS/MS

A identificacdo de flavonoides nas fracbes HM e EA do extrato bruto etanolico das
folhas de T. rhoifolia foi segundo metodologia de Duan, et al. (2011) com modificacGes, foi
caracterizada por comparacdo do tempo de retencdo com 0s padrdes externos auténticos
preparados em metanol, filtrados e injetados separadamente: Amentoflavona, Apigenina,
Canferol, Luteolina, Quercetina, Quercetina-3-p-d-glicosideo, Rutina e Taxifolina. A analise
de LC-MS/MS foi realizada em um equipamento UHPLC Agilent 1290 Infinity (Agilent
Technologies, USA), as separaces cromatograficas foram obtidas com uma coluna Agilent
Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, 3,5um) a 25 °C com um volume de inje¢cdo da amostra de 20
uL. A eluigdo por gradiente das fases A (0,1% de acido férmico em &gua) e fase B (0,1 % de
acido férmico em ACN), foi feitas nas condicdes: 0-30 min 5-95 % B; 30-32 min 100 % B;
32-33 min 95 -5 % B com fluxo de 0,5 mL/min. A deteccdo por espectrometria de massas foi
realizada num Agilent 6460 Triple Quad com uma fonte de ionizagéo por eletrospray (ESI),
utilizando gas nitrogénio, nas seguintes condicdes: temperatura do gas de 300 °C; fluxo 5 L/
min; pressdo do nebulizador 45 psi; temperatura do gas da bainha 250 °C; fluxo 11 L/min;

tensdo capilar -3500 V e intervalo de varredura de m/z 120-900 unidades.

2.6. Animais e tratamento

Camundongos Swiss machos, peso médio de 32 = 4 g, foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus de Cuiaba. Os animais foram
divididos em 6 grupos de 7-8 animais, aclimatados por 10 dias com controle de foto periodo
de 12 horas claro/escuro, temperatura de 24 £ 1 °C, umidade relativa de 51 + 2 %, ragéo e
agua filtrada em livre demanda.

Os tratamentos foram administrados por via oral (gavagem) e os extratos (HM e EA,;
100 mg/kg) dissolvidos em agua e tween 80 (0,1%), dose determinada segundo teste
hipocratico de Malone por meio de uma curva de doses (50 a 100mg/kg; dados néo
mostrados). O paracetamol (PCM - 250 mg/kg) foi diluido em agua, essa dose foi escolhida
seguindo Olaleye e Rocha (2008). De acordo com os tratamentos, os grupos foram divididos
em: Grupo I- Controle (agua); Grupo Il - PCM; Grupo Ill - PCM + HM; Grupo IV - PCM +
EA; Grupo V - HM; Grupo VI - EA. Os animais dos grupos I, 111 e IV receberam dose unica

de PCM como indutor de les&o 3 horas antes do inicio do tratamento diério. As fragdes foram
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administradas nos grupos: I, 1V, V e VI e os grupos | e Il receberam agua + tween 80
(0,1%) durante os 7 dias de tratamento.

Ap0s 24 horas da Ultima dose dos tratamentos, os animais foram submetidos a 6 horas
de jejum e anestesiados via intraperitoneal (ketamina 50 mg/Kg, xilaxina 2mg/Kg e
acepromazina 2 mg/kg) para coleta de sangue por puncéo cardiaca e sacrificados por luxacao
cervical para a retirada dos 6rgdos. O tecido figado e rins foram rapidamente removidos e
congelados a -85 °C. Esta pesquisa foi certificada conforme protocolo n°® 23108.701484/14-2
do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), UFMT/Cuiab.

2.7. Ensaios bioquimicos

Para os ensaios bioguimicos foram utilizados plasma, obtido a partir da centrifugacéao
(1000g/10min) do sangue coletado e amostras dos tecidos (figado e rim) homogeneizados em

solucdo tampado especifico para cada técnica descrita.

2.7.1. Andlises das atividades antioxidantes enzimaticas

Foram realizadas: superoxido dismutase (SOD) segundo Misra e Fridovich (1972) no
figado (1:20 m/v) com base na inibicdo da auto-oxidacéo da epinefrina pela enzima e medida
em 480 nm em espectrofotdmetro UV- Vis e expressa em pmol.min.mg proteina™; a
decomposicéo de H,O, por catalase (CAT) foi avaliada pela alteracdo na absorvancia a 240
nm e foi expressa em pumol de H,O, decomposta por minuto por miligrama de proteina (umol
min'1.mg proteina™) segundo Nelson e Kiesow (1972), no figado (1:30 m/v) e rim (1:20 m/v);
a atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi medida em espectrofotdmetro a 340 nm
utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno como substrato, no figado (1:20 m/v) de acordo com
Habig et al. (1974) e expressa em pmol GS-DNB.min™.mg protefna™.

2.7.2. Andlises das atividades antioxidantes ndo enzimaticas

Tidis ndo-proteicos (GSH) foram dosados pelo método de Sedlack e Lindsay (1968)
no figado (1:40 m/v) e rim (1:30 m/v) com medidas de absorbancias lida a 412 nm e a
concentracdo de GSH foi calculada através de uma curva padrdo de glutationa reduzida
(GSH) e os resultados expressos em pmol de GSH. mg proteina™; os niveis de &cido
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ascorbico (ASA) no figado (1:15 m/v) foram determinados de acordo com Roe (1954)
expressa em pmol ASA. g weight.

A concentracdo de proteina nos ensaios (exceto para ASA) foi medida em
espectrofotdbmetro a 595 nm, utilizando albumina bovina como padrdo, método descrito por
Bradford (1976), com as devidas modificacbes conforme diluicdo e andlise nos tecidos

utilizados.

2.7.3. Marcadores de estresse oxidativo

O dano lipidico no figado (1:8 m/v) foi realizado segundo técnica descrita por Buege e
Aust (1978), com algumas modificacBes. As leituras foram realizadas em espectofotdmetro
UV-Vis a 535 nm e os valores para as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
foram expressos por nmol MDA.mg proteina™; e a determinagdo de proteinas carboniladas
(PC) foi realizada segundo Yan et al. (1995) no figado e rim (1:80 m/v), a absorbéancia lida a
370 nm e os niveis de PC expressos em nmol carbonil.mg proteina™.

Para as analises do marcador de dano hepético e parametros metabdlicos do plasma
foram realizadas a dosagem da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) e
expressa em U.L™, assim como a quantificacdo de glicose, colesterol total e triglicérides do

plasma, expressas em mg.dL™, utilizando kits comerciais.
2.8. Analises estatisticas

Todos os valores foram expressos como médias + desvio padrdo (DP). Para determinar
as diferencas entre as médias dos grupos experimentais foi utilizado o teste estatistico de
analise de variancia (ANOVA) de uma via e como post hoc teste de Tukey, com p < 0,05
como indicativo de nivel de significancia. Os valores para ECs, foram estimados graficamente

por analise de regressao linear.

3. Resultados

3.1. Rendimento dos fendis, flavonoides totais e potenciais antioxidantes
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Conforme tabela 1-A os valores de fendis totais nas fracdes EA e HM ndo
apresentaram diferenca, ja o teor de flavonoides totais foi superior na fracdo EA. Os
resultados do potencial antioxidante através da % DPPHe remanescente, o0 ECsy das fragdes
foram semelhantes ao padrdo acido ascérbico e rutina com ECsy 38 e 43 pg/mL,

respectivamente.

Tabela 1-A. Valores de fendis, flavonoides totais e potenciais antioxidantes das fragbes HM e EA de T. rhoifolia.

Analises HM EA
Fendis totais (MgEAG/Q) 436 + 2,96 437 + 6,05
Flavonoides totais (MgEQ/q) 12 +0,18 40+0,88
DPPHe (ng/mL) ECs, 44 ECy, 35

3.2. Analise por LC-MS/MS

Para a identificacdo dos flavonoides foi utilizado o0 método de monitoramento
de reacdo mdaltipla (MRM) no modo de ionizagcdo negativo, com os parametros descritos na
tabela 1-B.

Tabela 1-B. Pardmetros de LC-MS/MS dos 8 compostos identificados no extrato bruto etanélico de T. rhoifolia.

Tensdo de fragmentagdo (T.F.), energia de colisdo (E.C.) e tempo de reten¢do (T. R.).

Composto [M-HY T.F/EC.(eV) T.R.(min) Transicdo MRM

1 amentoflavona 537,46 10/30 17,4 537,46>375,00
2  apigenina 269,24 10/30 16,6 269,24-> 116,80
3 canferol 285,24 10/25 17,1 285,24-> 93,00

4 luteolina 285,24 10/30 14,9 285,24->133,00
5 quercetina hidratata 301,24 10/35 15,0 301,24->151,00
6 quercetina-3-p-d-glicosideo 463,38 10/30 10,8 463,38->300.00
7 rutina 609,27 10/30 10,4 609,27->300,20
8 taxifolina 303,25 10/15 12,1 303,25>125,00

A andlise do extrato bruto etandlico apresentou oito flavonoides: na fracdo HM os
compostos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8 e na fragdo EA os compostos 1, 2, 3, 4, 5e 6. Figura 1-A:
estrutura quimica dos oito flavonoides identificados no extrato bruto etanélico de T. rhoifolia
e Figura 1-B: cromatograma com tempo de retencdo dos flavonoides encontrados na fragédo
HM.
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Compound | R!' R’ R’ R
1 apigenin H H H
2 H H H H
3 H H OH H
4 H OH H H
5 H OH OH H
6 H H O-glucoside OH
7 H H O-(rhamnosyl-glucoside OH
8 H H OH OH
Fig. 1-A: Estrutura quimica dos oito flavonoides presentes no extrato bruto etanélico de T. rhoifolia..
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Fig. 1-B. LC-MS/MS da fragdo HM de T. rhoifolia. Cromatogramas com tempo de reten¢do dos compostos
identificados, massa do ion molecular desprotonado, massa do ion principal e quebras das estruturas quimicas
dos flavonoides identificados.
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Fig. 1-B. (continuagdo) LC-MS/MS da fragdo HM de T. rhoifolia. Cromatogramas com tempo de retengéo dos

compostos identificados, massa do ion molecular desprotonado, massa do ion principal e quebras das estruturas

quimicas dos flavonoides identificados.
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Fig. 1-B. (continuacdo) LC-MS/MS da fracdo HM de T. rhoifolia. Cromatogramas com tempo de retencdo dos
compostos identificados, massa do ion molecular desprotonado, massa do ion principal e quebras das estruturas
quimicas dos flavonoides identificados.

3.3. Analises das atividades antioxidantes enzimaticas do tecido hepatico

Conforme demonstrado na Figura 2. A, a atividade da SOD ndo sofreu
alteracdo nos grupos expostos ao PCM, mas houve um aumento no grupo HM apresentando
um nivel de significancia de p < 0,05 quando comparado ao controle. A enzima CAT teve sua
atividade diminuida no grupo PCM (11,98 + 1,75 umol min™*mg proteina™) como mostra a
Figura 2. B em relacdo ao grupo controle (16,28 + 1,88 umol min™*mg proteina™) e os grupos
PCM+HM e PCM+EA foram capazes de restaurar os niveis dessa atividade enzimatica (18,43
+ 3,26; 16,83 + 2,62 pmol min™mg proteina™, respectivamente; p < 0,001). A GST do figado
(Figura 2. C) sofreu reducdo de sua atividade no grupo PCM (0,79 = 0,06 umol GS-DNB.
min.mg proteina™) versus grupo controle (1,03 + 0,11 pmol GS-DNB. min™. mg proteina™)
e o tratamento foi capaz de restabelecer essa diminuicdo aos niveis do controle (grupo
PCM+EA 1,03 + 0,11 pmol GS-DNB. min™. mg proteina™; p < 0,01).
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Fig. 2. Efeito das fracbes HM e EA em figado de camundongos submetidos ao estresse oxidativo induzido por
acetaminofeno na atividade das enzimas: A. SOD *p < 0,05 comparado ao grupo controle; B. CAT *p < 0,001
comparado ao grupo controle.** p < 0,001 comparado ao grupo PCM e C. GST *p < 0,01 comparado ao grupo
controle.** p < 0,01 comparado ao grupo PCM. Os valores sdo média = DP. (N = 8).

3.4. Andlises das atividades antioxidantes ndo enzimaticas do tecido hepético

Na GSH (Figura 2. D) houve uma diminuic¢do no grupo PCM, PCM+HM e PCM+EA
(47,58 + 5,64; 46,12 + 10,57; 46,98 + 9,25 pmol de GSH. mg proteina™, respectivamente) em
comparacdo ao grupo controle (65,22 + 7,3 pumol de GSH. mg proteina™) apresentando p <
0,0001 de significancia. O acido ascdrbico (ASA) apresentou reducdo dos seus niveis no
grupo PCM (0.83 + 0.05 pmol ASA. g’weight) em relacdo ao grupo controle (1,11 + 0,17
umol ASA. g'weight). J& os grupos PCM+HM (1,13 + 0,15 umol ASA. glweight) e
PCM+EA (1,09 + 0,14 pmol ASA. g™ weight) ambos p < 0,01 conseguiram restaurar esses

niveis como mostra na Figura 2. E.
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Fig. 2. Efeito das fracbes HM e EA em figado de camundongos submetidos ao estresse oxidativo induzido por
acetaminofeno na concentragdo de: D. GSH *p < 0,0001 comparado ao grupo controle e E. ASA *p < 0,01
comparado ao grupo controle.** p <0,01 comparado ao grupo PCM. Os valores sdo média + DP. (N = 8).
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3.5. Marcadores de estresse oxidativo do tecido hepatico

Conforme apresentado na Figura 2.F., ha um aumento na peroxidacdo lipidica
(TBARS) no grupo PCM (0,42 + 0,06 nmol MDA.mg proteina™) quando comparado ao grupo
controle (0,24 + 0,05 nmol MDA. mg proteina™) que foi reduzido para tratamento com HM
(grupo PCM+HM 0,26 + 0,06 nmol MDA. mg proteina *; p<0,0001), porém o mesmo nio
ocorreu para o tratamento com EA (0,39 + 0,07 nmol MDA. mg proteina™). Na Figura 2.G
observa-se que o PCM induziu um aumento significativo dos niveis das proteinas
carboniladas (7,06 + 1,69 nmol carbonil. mg proteina™*) quando comparado ao grupo controle
(4,45 + 0,82 nmol carbonil. mg proteina™), e os tratamentos e foram capazes de restabelecer
esse quadro (PCM+HM 4,41 + 1,04 e PCM+EA 5,31 + 0,99 nmol carbonil. mg proteina™; p <
0,0001).
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Fig. 2. Efeito das fracbes HM e EA em figado de camundongos submetidos ao estresse oxidativo induzido por
acetaminofeno na concentragdo de: F. TBARS e G. PC ambos *p < 0,0001 comparado ao grupo controle.** p
<0,0001 comparado ao grupo PCM. Os valores sdo média + DP. (N = 8).

3.6. Efeitos sobre parametros antioxidantes e estresse oxidativo renal

A CAT sofreu um aumento de sua atividade nos grupo PCM+HM, PCM+EA e EA
(18,79 + 1,94; 19,75 + 2,64 e 22,30 + 4,19 pmol. min™-.mg proteina™, respectivamente) em
relagdo ao grupo controle (14,56 + 2,27 umol.min™.mg proteina™) apresentando um nivel de
significancia p < 0,0001, como mostra a Figura 3. A. Ja na GSH do rim (Figura 3. B) houve
reducéo de sua concentracdo no grupo PCM (13,62 + 3,07 pmol de GSH.mg proteina™) se

comparado ao grupo controle (24,58 + 2,31 pmol de GSH.mg proteina™), e os grupos
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PCM+HM (22,53 + 4,29 umol de GSH. mg proteina™) e PCM+EA (22,46 + 4,62 pumol de
GSH.mg proteina™) reverteram essa diminuicdo apresentando um nivel de significancia de p
< 0,0001. A Figura 3. C. mostra os efeitos sobre as proteinas carboniladas onde o grupo PCM
teve seus niveis aumentados (14,95 + 3,73 nmol carbonil.mg proteina™) comparado ao grupo
controle (9,01 + 2,10 nmol carbonil.mg proteina™) que foi restaurado significativamente (p <
0,0001) tanto pelo grupo PCM+HM (9,34 + 1,67 nmol carbonil.mg proteina™) quanto pelo
grupo PCM+EA (10,99 + 1,87 nmol carbonil.mg proteina™).
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Fig. 3. Efeito das fracbes HM e EA em rins de camundongos submetidos ao estresse oxidativo induzido por
acetaminofeno. A. atividade da enzima CAT; B. concentragdo de GSH e C. concentra¢do de PC. *p < 0,0001
comparado ao grupo controle.** p < 0,0001 comparado ao grupo PCM. Os valores sdo média £ DP. (N = 8).

3.7. Atividade enzimatica relacionada a funcéo hepatica e parametros metabolicos do plasma

A analise da atividade enziméatica ALT no plasma apresentou aumento significativo (p
< 0,0001) no grupo PCM de aproximadamente 67,8 % e no grupo HM de 90,0 % em relacao
ao grupo controle. O grupo PCM+EA foi capaz de reduzir este aumento da ALT em torno de

51,9 %. As fragdes HM e EA demonstraram capacidade de diminuir os niveis glicémicos
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(atividade hipoglicemiante) em 30,0 % e 24,5 % (confere) nas fragcbes HM e EA,
respectivamente se comparados ao grupo controle. O colesterol total ndo apresentou
diferencas significativas nos grupos de interesse. Na dosagem do triglicerideo ambas as
fraches tiveram seus niveis significativamente reduzidos HM (32,5 %) e EA (28,4 %) em

relacdo ao grupo controle (p < 0,0001) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito das fracdes hidrometandlica e acetato de etila das folhas da T. rhoifolia em relacéo as analises
bioquimicas do plasma.

Grupo Tratamento  ALT Glicose Colesterol Triglicerideos
(u.Lh (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™)
| Controle 39.96 + 3.52 250.6 +19.71 40.31 £ 9.06 268.8 + 53.30
11 PCM 67.05 £ 11.16* 237.2 £24.42 49.74 + 3.16 251.4 +24.88
1 PCM+HM 64.17 £ 8.35 275.7 + 30.06 46.32 + 6.49 210.3 + 35.03
v PCM+EA 34.80 + 6.18** 221.6 +48.12 40.18 £ 7.74 146.6 £ 31.37
\Y HM 75.94 + 13.76* 175.4 +£ 36.31* 41.45 +7.69 181.5+41.71*
VI EA 46.02 + 10.13 189.0 £ 29.19* 48.29+5.24 192.5 £ 41.07*

Os valores sdo média £ DP. (N = 7); * p < 0,0001 comparado ao grupo controle, ** p < 0,0001 comparado
ao grupo PCM.

4. Discussao

Dentre as diversas classes de produtos naturais bioativos, no grupo de substancias
polifendlicas estdo os flavonoides, em destaque, e que é amplamente distribuido pelo reino
vegetal e notdvel por suas diversificadas acGes bioldgicas (Coutinho et al., 2009). Os
flavonoides podem apresentar diferentes concentragcdes dependendo do 6rgdo vegetal em que
se encontra (Simdes et al., 2004). Em relacéo a T. rhoifolia h& poucos estudos sobre o extrato
etanolico de folhas da planta, o que faz o presente estudo ser inédito em relagdo aos resultados
apresentados. Sabe-se que essa espécie pertence a uma familia conhecida por produzir 6leos
aromaticos, resina para tratamento de diversas doengas e que a madeira de sua arvore é
utilizada na construcdo civil e para confeccéo de artefatos e moveis (Castro et al., 2012).

No presente estudo a fracdo acetato de etila (EA) apresentou teor de flavonoides
superior a fragdo hidrometandlica (HM) que pode estar associado ao fato de que para

melhorar a extracdo e obter maior rendimento a selecdo das condicdes e solventes influencia
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na capacidade de se ter uma boa solubilidade dos radicais substituidos dos flavonoides (Al-
Saeedi e Hossain, 2015).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC/MS) representa uma
ferramenta poderosa, rapida e confiavel para a andlise e identificacdo de compostos
(Cuyckens e Claeys, 2004). A utilizacdo de uma fase movel contendo acetonitrila e uma
concentracdo 0,1% de &cido férmico proporciona uma maior sensibilidade, menor ruido de
fundo e aumenta a eficiéncia da ionizacdo por electropulverizacdo (ESI) para compostos
fenolicos (Duan et al., 2011). Para identificar os flavonoides nas fracfes utilizou-se 0 método
de monitoramento de reacGes multiplas (MRM) que teve seus ions precursores e ions produto
inicialmente caracterizados de acordo com seus espectros de massa (Qiu et al., 2015).

Os resultados mostraram que ESI em modo de ions negativos foi mais sensivel para
compostos fendlicos no presente estudo, assim como os parametros MS/MS otimizados e as
transicfes de MRM foram consistentes com as investigacfes anteriormente descritas (Biesaga
e Pyrzynska, 2009; Duan et al., 2011; Faccin et al., 2016, Tang et al., 2014; Xie et al., 2011).

Quando analisados por LC-MS/MS a presenca dos flavonoides nas fragdes foram
confirmadas através de seus ions moleculares e respectivos fragmentos. O Composto 1
apresentou ion molecular 537,46 (m/z -1) e fragmento 375,00 (m/z — 162,46) que representa a
perda do fragmento localizado no anel C que apresenta as funcdes fenol, éter e cetona. O
Composto 2 apresentou o ion molecular 269,24 (m/z -1) e fragmento 116,80 (m/z —152,44)
que representa a quebra do anel C entre os carbonos 2 e 3. O Composto 3 apresentou ion
molecular 285,24 (m/z -1) e fragmento 93,00 (m/z —192,25) que corresponde a perda de um
grupamento fenol. O Composto 4 apresentou ion molecular 285,24 (m/z -1) e fragmento
133,00 (m/z —152,24) que representa a perda do anel benzeno-diol. O Composto 5 apresentou
o0 ion molecular 301,24 (m/z -1) e fragmento 151,00 (m/z —150,24) que corresponde também a
quebra do anel C entre os carbonos 2 e 3, e apresenta trés hidroxilas. J& o Composto 6
apresentou ion molecular 463,38 (m/z -1) e fragmento 300,00 (m/z —163,38) que representa a
quebra de um agucar. O Composto 7 apresentou ion molecular 609,52 (m/z -1) e fragmento
300.20 (m/z —309,32) que corresponde a perda dos dois agucares que ela apresenta. O
Composto 8 apresentou ion molecular 303,25 (m/z -1) e fragmento 125,00 (m/z —178,25) que
representa a quebra no anel C entre o carbono 2 e a carbonila. As analises apresentaram
fragmentacOes similares ja decritas na literatura por Xie et al. (2011); Qiu et al. (2015); Tang
et al. (2014); Orci¢ et al. (2014) e Touati et al. (2016).

Aos flavonoides identificados nas folhas de T. rhoifolia s&o atribuidas principalmente

a propriedade antioxidante, que oferece protecdo aos sistemas renal, cardiovascular e hepéatico
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(Behling et al., 2004). Eles agem inibindo o processo de formagdo de radicais livres pela
interacdo com anions superoxido, a formacdo de radicais hidroxilas produzidas pela Reacéo
de Fenton ou Harber-Weis na quelacdo de ions metalicos e na peroxidacao lipidica por reagir
com radicais peroxila e alcoxila. Podem atuar também como pro-oxidantes dependendo do
namero de grupos hidroxilas presentes em sua estrutura (Afanas'ev et al., 1989; Heim et al.,
2002).

Os radicais livres sdo produzidos no corpo humano a partir do metabolismo normal ou
induzidos por fatores fisicos e/ou quimicos no ambiente (Bouterfas, 2016). O 2,2-difenil-1-
picril hidrazila (DPPH¢) é um radical livre estavel que ¢ amplamente utilizado em solugdes
para uma estimativa simples da capacidade antioxidante dos compostos fendlicos presentes
nas plantas (Achat et al., 2016). A fracdo EA apresentou maior capacidade de sequestrar esse
radical livre, por possuir maior concentracdo de flavonoides, sugerindo um aumento do efeito
protetor antioxidante e favorecendo assim o sistema bioldgico (Behling et al., 2004). Alguns
estudos relatam que os radicais livres reagem com 6xido nitrico que em altas concentraces
causam danos oxidativos, e que os flavonoides quercetina e canferol presentes nas fracdes de
T. rhoifolia agem na inibicdo de producdo Oxido nitrico através da regulacdo da atividade
indutivel da enzima iNOS (Coutinho et al., 2009; Markovi¢ et al.,2014).

O estresse oxidativo causado pelo desequilibrio do sistema antioxidante gera excesso
de radicais livres que podem ocasionar danos a células e tecidos (Halliwell e Whiteman,
2004). Os mecanismos de defesa antioxidante do corpo incluem duas linhas, as enzimaticas e
ndo enzimaticas (Ferreira e Matsubara, 1997). Quando esses sistemas ndo sao eficazes o dano
oxidativo pode ser avaliado através de marcadores gerados pela oxidacdo de biomoléculas
(Barbosa et al., 2010).

O paracetamol (N-acetil-p-aminofenol/ PCM) é um farmaco analgésico e antipirético
amplamente utilizado e seguro quando administrado em doses terapéuticas. Quando ingerido
em doses elevadas pode causar necrose hepatica apos a sua conversdo pelo citocromo P450
enzima metabolizadora de farmacos, para um metabdlito reativo, o N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI), que se liga covalentemente a proteinas e reage rapidamente com a glutationa,
causando a deplecdo hepatica da GSH (Olaleye et al., 2014; Shanmugam et al., 2013). O
estresse oxidativo provocado pelo excesso de NAPQI e 0 aumento na producdo de espécies
reativas do oxigénio durante o dano ao tecido tem demonstrado que afeta o sistema
antioxidante do organismo (Olaleye e Rocha, 2008; Silva et al., 2012).

Os resultados obtidos nas analises demostram que o PCM causou a reducdo da CAT,
GST, GSH e ASA e 0 aumento do TBARS e PC no figado. No rim diminuiu a GSH e elevou
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a PC, o que comprova os danos causados pelo PCM ao sistema de defesa antioxidante. Estudo
realizado por Shanmugam et al.(2016) em extrato de folhas indica uma possivel funcdo dos
compostos luteolina e quercetina-3-p-d-glicosideo de aliviar os danos hepaticos do figado
frente a uma intoxicacao.

A GSH é o antioxidante intracelular mais prevalente, importante e multifuncional
presente em todos os organismos vivos, € caracterizado por um grupo tiol reativo e ligagdo y-
glutamil que se revela ser um agente de captura natural na detoxificacdo de radicais livres
assim como de eletrofilos reativos (Suke et al., 2013; Sentellas et al., 2014). No presente
estudo a GSH do figado sofreu reducdo nos grupos PCM e tratados com as fragdes. Isto pode
estar associado ao fato de que os flavonoides, como a quercetina pode se conjugar com tiois e
reduzir sua capacidade de eliminacdo de peroxinitrito e seu potencial antioxidante (Pollard et
al., 2006). Em contrapartida, no rim apesar da queda da atividade pelo PCM a concentracédo
de GSH foi normalizada pelos tratamentos, sugerindo que pode ser devido a menor
disponibilidade de GSH encontrada neste tecido em comparacao ao figado (Limon-Pacheco e
Gonsebatt, 2009).

Uma importante enzima antioxidante envolvida no processo de detoxificacdo e
excrecdo de xenobioticos e drogas, a GST, teve seus niveis diminuidos pelo tratamento com
PCM no figado como esperado. A fracdo EA reverteu essa atividade reduzida pelo PCM
indicando que os compostos presentes nesta fracdo tém constituintes antioxidantes que
facilitam o consumo répido e eficiente de espécies reativas de oxigénio contribuindo na
metaboliza¢do de compostos toxicos para compostos ndo toxicos (Singh et al., 2015).

Os sistemas bioldgicos se protegem contra espécies reativadas por meio de enzimas
antioxidantes enddgenas SOD e CAT que sdo responsaveis pela dismutacdo de radicais
superéxido em H,O, e desintoxicacdo de H,O, em 4agua, respectivamente, oferecendo
protecdo contra danos teciduais (Olaleye et al., 2014). A reducdo da CAT no figado esta
ligada a exaustdo da enzima como resultado do estresse oxidativo causado por PCM e 0s
tratamentos realizados nesse experimento aumentaram a atividade dessa enzima evidenciando
a propriedade antioxidante das fracfes contra radicais livres de oxigénio (Srinivasan et al.,
2007). Por outro lado, pode sugerir que a reversdo do dano e o aumento da atividade da CAT
pela fragdo EA no rim pode estar relacionado a capacidade dos flavonoides de aumentar a
funcdo dos antioxidantes enddgenos (Nijveldt, 2001; Olaleye et al., 2014).

O sistema de defesa ndo enzimatico inclui, especialmente, 0s compostos antioxidantes
de origem dietética, entre 0s quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fenolicos

(Barbosa et al., 2010). O &cido ascorbico (ASA) é um excelente antioxidante, solivel em
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agua, essencial ao homem pela sua acdo como agente redox em sistemas bioldgicos (Suke et
al., 2013). Ele é comumente encontrado em nosso organismo na forma de ascorbato que
possui a propriedade de converter as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em espécies
inofensivas, agindo como antioxidante in vivo (Barreiros et al., 2006). A reversdo hepética do
efeito toxico do PCM sobre a via do ascorbato pode ser resultado da capacidade dos
flavonoides presente nas fragOes de T. rhoifolia agir como antioxidantes, inativando radicais
livres em ambos os compartimentos celulares, hidrofilico e lipofilico (Bianchi e Antunes,
1999).

A peroxidacdo lipidica é um processo induzido por radicais livres podendo levar a
ruptura da membrana celular pelo sequestro de hidrogénio dos &cidos graxos poli-insaturados
(Puntel et al., 2007). Neste estudo, os animais intoxicados com PCM apresentaram aumento
de TBARS, e o tratamento feito com a fracdo HM reverteu tal efeito. Ja os animais tratados
somente com a fracdo EA sofreram igualmente intoxicacdo. Esse fato pode ser decorrente de
que os compostos fenolicos, entre eles os flavonoides, que além de antioxidante podem atuar
como pro-oxidante dependendo das condicdes e dos tecidos se auto-oxidando e os produtos da
auto-oxidacao podem reagir ou reduzir as concentracGes do sistema de defesa antioxidante
(Behling et al., 2004; Pereira et al., 2013). O fato de a fragdo HM ter restaurado o dano
lipidico sugere como descrito por Heim (2002) a glicosilacdo e metilacdo de grupos OH dos
flavonoides, como exemplo a rutina, atenuam o comportamento pro-oxidante dos flavonoides.

Outro marcador oxidativo, a carbonilacdo de proteinas (PC) teve sua toxicidade pelo
PCM abolida tanto no figado como no rim pelas fracdes HM e EA de T. rhoifolia por
possuirem compostos com capacidade de contribuir na manutencdo do equilibrio redox das
atividades enzimaticas antioxidantes (Carvalho et al., 2013). De acordo com caracteristicas
estruturais especificas, os flavonoides podem quelar uma vasta gama de ions metalicos de
interesse biologico (ferro, cobre e zinco) para formar complexos que apresentam novas
atividades farmacoldgicas ou melhorar a sua atividade (Imessaoudene et al., 2016).

O grupo PCM apresentou um aumento na atividade da ALT no plasma indicando que
a dose testada pode causar dano hepatico, como ja demonstrado em diversos estudos e que a
reversao pela fracdo EA pode ser indicativo de ndo toxicidade para os hepatdcitos ou ainda
capacidade de restaurar a atividades desta enzima sugerindo a influéncia reguladora de
compostos antioxidante presente no extrato (Olaleye et al., 2014).

A reducdo da glicose e do triglicerideo sugere que a T. rhoifolia apresenta efeito
hipoglicémico e hipolipidémico, pois a espécie estudada apresentou em sua constitui¢do

compostos fenolicos e flavonoides que além das inUmeras propriedades, possui a
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possibilidade de modificar vérias funcdes fisioldgicas pela interagdo com enzimas como
citocromo P450 e transportadores de membrana como as proteinas transportadoras de glicose
(Dornas et al., 2007). Dhanya et al. (2014) sugerem que a quercetina e a rutina tém potencial
antidiabético e antioxidante, mas sua magnitude de acao varia e ambas podem ser considerada
como um suplemento dietético com potencial para a prevencgdo e tratamento do diabetes tipo 2
e para suprimir o dano mediado pelo estresse oxidativo na fisiopatologia diabética. Ramchoun
et al. (2012) descrevem que a capacidade de reduzir o triglicerideo pode se dar pela supressado
da modificacdo oxidativa dos lipidos e lipoproteinas plasmaticos devido a presenca de
compostos fenolicos em extratos de plantas com potencial antioxidantes.

Assim esse estudo e seus resultados sugerem que a concentracdo e a forma que o
flavonoide se apresenta quanto ao tipo de conjugado e sua localizacdo no esqueleto do mesmo
influencia na taxa de absorcdo, na capacidade de inibicdo de enzimas, na atividade
antioxidante e na acdo protetora contra agentes endogenos e exdgenos (PCM) que podem

atacar o organismo.

Concluséao

Os resultados mostram que o extrato etandlico das folhas de T. rhoifolia possui
potencial antioxidante devido a presenca de compostos fendélicos e flavonoides. Com excecéo
do flavonoide Amentoflavona ja descrita na espécie foram identificados ainda os flavonoides,
Apigenina, Canferol, Luteolina, Quercetina, Quercetina-3-p-d-glicosideo, Rutina e Taxifolina
inéditos para as folhas dessa planta T. rhoifolia. Os dados apresentados leva a concluir que a
fragdo EA apresentou capacidade antioxidante e reparadora do estresse oxidativo superior nas
analises quimicas e bioldgicas analisadas, fato relacionado a maior concentracdo de
flavonoides. A planta apresenta também atividade redutora de glicose e triglicerideo,
indicando uma possivel acdo hipoglicémca e hipolipidémica. Dessa forma o presente estudo
vem contribuir significativamente para a literatura, pois apresenta constituintes quimicos e

propriedades farmacoldgicas do extrato das folhas de T. rhoifolia, relatadas pela primeira vez
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State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant

modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for

further work. In contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often

appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a

Discussion or Results and Discussion section.

Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate
numbering: Eq. (A.1), Eg. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-
publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.
« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present
address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work

must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological relevance, Materials and Methods, Results,
and Conclusions.

Click here to see an example.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to
capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide an image with a
minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 ¢cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images also in accordance

with all technical requirements: Illustration Service.

Keywords

After having selected a classification in the submission system, authors must in the same step select 5 keywords. These keywords will help
the Editors to categorize your article accurately and process it more quickly. A list of the classifications and set keywords can be found here.
In addition, you can provide a maximum of 6 specific keywords, using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple

concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article. The list of compounds will be used to extract
relevant information from the NCBI PubChem Compound database and display it next to the online version of the article on ScienceDirect.
You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For each compound, please provide the PubChem CID of the most
relevant record as in the following example: Glutamic acid (PubChem CID:611). The PubChem CIDs can be found
viahttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound. Please position the list of compounds immediately below the 'Keywords' section. It is strongly
recommended to follow the exact text formatting as in the example below:

Chemical compounds studied in this article Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); Benzalkonium
chloride (PubChem CID: 15865)More information is available at: http://www.elsevier.com/PubChem.


http://www.sciencedirect.com/science/article/B6T8D-514Y298-4/2/eaca2be6587616e9038d78ab8a5da0a2
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/506035classification.pdf
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Plant names

In the Materials and Methods section there must be a separate heading for describing the material used. That includes official name, local
name, English name (if known), GPS position in case of collection in the wild or cultivation, a voucher specimen must be deposited in an
official herbarium for possible future comparison. In the text it should be stated that the plant name has been checked
with www.theplantlist.org mentioning the data of accessing that website.

In case of commercially procured material should mention the source, batch number, quality control data. Data on chemical characterization
(metabolomics, chromatographic methods) should also be presented, in case of known active compounds their quantitative analysis should be

presented.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title
page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,

writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-click access to relevant databases that help
to build a better understanding of the described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your
article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more

information and a full list of supported databases.

Math formulae
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms,
e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number

consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in

the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native

document format.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically

have a low number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to where they are initially cited. It is also mandatory to

upload separate graphic and table files as these will be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please see http://www:.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you

not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate
them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract
must be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include
a substitution of the publication date with "Unpublished results". "Personal communication” will not be accepted as a reference. Citation of a

reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to
create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references
are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying

references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.
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Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to
wordprocessing packages, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references

and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is
consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the
accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do

wish to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, then chronologically.
Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More than one reference from

the same author(s) in the same year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.

Please use full journal names.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article.

Journal of Scientific Communication. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to
the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

When a web citation with a link is being used as a reference, the link should be checked, and that date reported with the link as "accessed on
March 29, 2012"™:  American  Chemical  Society. = 2012.  Ethical  guidelines to  publication of chemical
research.http://pubs.acs.org/userimages/ContentEditor/1218054468605/ethics.pdf. Accessed on March 31, 2012.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video or
animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This
can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www:.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot
be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article

that refer to this content.
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Audio Slides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides are brief, webinar-style
presentations that are shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available
at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides

presentation after acceptance of their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the author
additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in
one of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages
athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please consult this Guide
for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

« E-mail address

* Full postal address

« Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

« References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in
color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing purposes
For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.



