UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

RAQUEL OLIVEIRA PEREIRA

EFEITO ANTIOXIDANTE E ANTIADIPOGENICO DO EXTRATO AQUOSO DE
ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.) EM CELULAS HEPG2 E 3T3-L1

SAO CRISTOVAO/SE
2020



RAQUEL OLIVEIRA PEREIRA

Orientadora: Dr2. Ana Mara de Oliveira e Silva

EFEITO ANTIOXIDANTE E ANTIADIPOGENICO DO EXTRATO AQUOSO DE
ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.) EM CELULAS HEPG2 E 3T3-L1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Sergipe como requisito parcial a obtencédo

do grau de mestre em Ciéncias da Saude.

SAO CRISTOVAOI/SE
2020



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

P436e

Pereira, Raquel Oliveira

Efeito antioxidante e antiadipogénico do extrato aguoso de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em células HepG2 e 3T3-L1/
Raquel Oliveira Pereira ; orientadora Ana Mara de Oliveira e Silva.
— Sao Cnstovao, SE, 2020.

65f il

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Federal de Sergipe, 2020.

1. Obesidade. 2. Stress oxidativo. 3. Alecrim. 1. Silva, Ana Mara
de Oliveira e, orient. Il. Titulo.

CDU 616-056.257-085:633.812




RAQUEL OLIVEIRA PEREIRA

EFEITO ANTIOXIDANTE E ANTIADIPOGENICO DO EXTRATO AQUOSO DE
ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.) EM CELULAS HEPG2 E 3T3-L1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduagdo
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Sergipe
como requisito parcial a obtencdo do grau de mestre em

Ciéncias da Salde.

Aprovada em 27/02/2020

Orientadora: Profé. Drd. Ana Mara de Oliveira e Silva
PPGCS/UFS

Prof. Dr2. Luana Heimfarth
1°. Examinador/ PPGCS/UFS

Prof. Dr2. I1zabela Maria Montezano de Carvalho

2°. Examinador/ PPGCNUT/UFS



DEDICATORIA

Dedico este trabalho & minha mée, Adriana, por ser
meu maior exemplo de forga e garra, por ser minha
maior incentivadora e por ter apoiado todas as

minhas escolhas para que eu chegasse até aqui.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me proporcionar muito mais do que eu merego e por ser sempre a minha rocha
firme nessa vida.

A minha familia, por serem meus maiores incentivadores. Amo vocés!

Ao meu esposo, Rafael, pela paciéncia, apoio e por carregar todos os fardos junto comigo desde
sempre, te amo!

A minha orientadora, Dr.2 Ana Mara, pela oportunidade de aprender cada vez mais sobre esse
mundo dos alimentos, pelas experiéncias proporcionadas desde a graduacdo e por toda a
paciéncia, carinho e cuidado para com seus alunos. Muito Obrigada!

A minha amiga Anne, por ser uma bencdo em minha vida, desde o inicio dessa trajetoria, por
compartilhar as dificuldades para execucdo deste trabalho e pela amizade em tantos outros
momentos além da UFS. Essa jornada se tornou mais leve por compartilha-la com vocé, serei
eternamente grata por sua amizade e companheirismo.

A Dr2 Luciana Yoshime, a pessoa mais generosa que tive o prazer de conhecer durante o
mestrado. Obrigada por toda contribuicdo e disponibilidade para ajudar no desenvolvimento
deste trabalho, e pela experiéncia Unica de aprender tanto sobre cultura celular, foi
extremamente prazeroso trabalhar com vocé!

Ao professor Dr. Jorge Mancini, que abriu as portas do laboratério de Lipides da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP para que eu vivenciasse a mobilidade académica da melhor
forma possivel, trazendo de volta uma experiéncia enriquecedora como estudante.

A Elias, pela analise cromatogréafica do extrato de alecrim.

A professora Cristiane Bani, seu aluno William e o técnico Gileno, pela disponibilidade em me
receber em seu laboratério e pelos ensinamentos com o trabalho em cultura celular.

A minha amiga Layanne, por ter me recebido tio carinhosamente em Sdo Paulo, pelos
momentos de alegria e por ter acompanhado parte desta jornada.

A minha amiga Andreza, por toda a disponibilidade em me ajudar, por todo carinho e amizade.
Aos meus demais colegas de laboratério, Daniel, Erivan e Washington que foram essenciais
para meu crescimento profissional nesse periodo de aprendizado.

As professoras Jullyana Quintans, Luana Heimfarth, Elma Wartha e 1zabela Montezano pelas
valiosas contribuicOes para enriquecimento deste trabalho durante a qualificagcdo e defesa.

A Universidade Federal de Sergipe pela oportunidade de concluir mais uma etapa profissional

em uma instituicdo publica com ensino de qualidade.



Ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude e todos os professores que o compde,
pela oportunidade de aprender e me especializar nesse campo do conhecimento.

Ao CNPQ, pela concessao da bolsa.



RESUMO

Efeito antioxidante e antiadipogénico do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis 1.)

em células HepG2 e 3T3-L1. Raquel Oliveira Pereira. Sdo Cristovéo, 2020.

A espécie Rosmarinus officinalis L., também conhecida como alecrim, é uma erva aromatica
caracterizada como uma fonte promissora de compostos fenolicos. Dentre os efeitos biologicos
conhecidos, destacam-se: atividade antioxidante, anti-inflamatdria e melhora do perfil lipidico.
O extrato aquoso de alecrim (EAA), constituido principalmente pelo &cido rosmarinico e
apigenina, diferentemente dos extratos mais apolares, ainda ndo foi explorado no contexto da
obesidade e seus agravos. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a participagédo
dos compostos bioativos do EAA na prevencao de alteragdes do metabolismo lipidico e estresse
oxidativo em cultura de hepatécitos (HepG2) e adipdcitos (3T3-L1). Para isso, células HepG2
foram expostas a diferentes concentracdes de EAA (5-2000 pg/mL) na presenca ou auséncia
do &cido palmitico, para avaliacdo da viabilidade celular, determinacao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e determinacdo da incorporacdo de lipidios. Células 3T3-L1 também foram
submetidas ao ensaio de viabilidade celular ap6s incubagdo durante 48 horas. Essas células
foram estimuladas a se diferenciarem em adipdcitos maduros, na presenca ou auséncia do EAA.
Apos 7 dias de diferenciacdo, células 3T3-L1 foram submetidas as mesmas determinacdes
empregadas para 0s ensaios com as células HepG2. A analise estatistica foi realizada pela
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, adotando diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre as médias. Os resultados mostram que o EAA ndo alterou a
viabilidade celular em células HepG2 quando comparado ao controle, bem como a presenca do
acido palmitico nédo alterou essa condicdo. Entretanto, uma reducdo da viabilidade foi observada
na linhagem 3T3-L1 quando exposta ao EAA em todas as concentragdes. No entanto, a dose de
5ug/mL ndo apresentou citotoxicidade. Foi observado também uma reducdo na produgdo de
ERO em células HepG2 expostas ao &cido palmitico e tratadas com o EAA (p<0,05). Essa
reducdo também aconteceu em células 3T3-L1 diferenciadas (p<0,05), mas a reducao das ERO
ndo alterou a incorporacdo de lipidios nos hepatécitos. Em contrapartida, foi observada uma
atividade inibitoria na dose de 10pg/mL do EAA na diferenciacgdo das células 3T3-L1 (p<0,05),
quantificada através de uma menor presenca de goticulas lipidicas nessas células. Os principais
achados desse estudo mostram que o EAA foi capaz de alterar o estado redox em cultura de
HepG2 e 3T3-L1, bem como inibiu, a diferenciacdo de pré-adipécitos 3T3-L1 em adipdcitos
maduros. Essa atividade pode estar associada a uma menor disponibilidade de ERO e menor
ativacdo de vias de adipogénese. Contudo, 0 mecanismo de reducdo de estresse oxidativo
observado nas células HepG2 ndo esté associado a uma reducao na incorporacéo de lipidios nas
HepG2, portanto outras vias precisam investigadas.

Descritores: Rosmarinus Officinalis; obesidade; estresse oxidativo; adipogénese; alecrim.



ABSTRACT

Antioxidant and antiadipogenic effect of the aqueous extract of rosemary (Rosmarinus
officinalis 1) On HepG2 and 3T3-L1 cells. Raquel Oliveira Pereira. Sdo Cristovao, 2020.

The species Rosmarinus officinalis L., also known as rosemary, is an aromatic herb
characterized as a promising source of phenolic compounds. Among the known biological
effects, the following stand out: antioxidant, anti-inflammatory and improved lipid profile.
Despite biological activities already well described, the aqueous extract of rosemary (RAE),
which has rosmarinic acid and apigenin as its main components, unlike the more nonpolar
extracts, has not yet been explored in the context of obesity and its problems. In this sense, the
objective of the present study was to evaluate the participation of EAA bioactive compounds in
the prevention of alterations in lipid metabolism and oxidative stress in culture of hepatocytes
(HepG2) and adipocytes (3T3-L1). For this, HepG2 cells were exposed to different
concentrations of EAA (5-2000 pg / mL) in the presence or absence of palmitic acid, to assess
cell viability, determine reactive oxygen species (ROS) and determine lipid incorporation. 3T3-
L1 cells were also subjected to the cell viability assay after incubation for 48 hours. These cells
were stimulated to differentiate into mature adipocytes, in the presence or absence of EAA.
After 7 days of differentiation, 3T3-L1 cells were subjected to the same determinations used
for assays with HepG2 cells. Statistical analysis was performed by analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey test, adopting statistically significant differences (p <0.05)
between the means. The results show that EAA did not alter cell viability in HepG2 cells when
compared to control, and the presence of palmitic acid did not change this condition. However,
a reduction in viability was observed in the 3T3-L1 strain when exposed to EAA in all
concentrations. However, the dose of 5pg / mL did not show cytotoxicity. A reduction in ROS
production was also observed in HepG2 cells exposed to palmitic acid and treated with EAA
(p <0.05). This reduction also occurred in differentiated 3T3-L1 cells (p <0.05), but the
reduction in ROS did not alter the incorporation of lipids in hepatocytes. On the other hand, an
inhibitory activity was observed at the dose of 10pug / mL of EAA in the differentiation of 3T3-
L1 cells (p <0.05), quantified through a lower presence of lipid droplets in these cells. The main
findings of this study show that EAA was able to change the redox state in HepG2 and 3T3-L1
culture, as well as inhibiting the differentiation of 3T3-L1 pre-adipocytes into mature
adipocytes. This activity may be associated with a lower availability of ROS and less activation
of adipogenesis pathways. However, the oxidative stress reduction mechanism observed in
HepG2 cells is not associated with a reduction in the incorporation of lipids in HepG2, so other
pathways need to be investigated.

Descriptors: Rosmarinus Officinalis; obesity; oxidative stress, adipogenesis, rosemary.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doencga multifatorial, resultado de um desbalango energético cronico
onde a ingestdo caldrica supera o gasto energético (CHOOI; DING; MAGKOQOS, 2019). No
cenario global, € considerado um grave problema de saude pablica em funcdo de sua associagédo
com aumento do risco para desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis como
diabetes tipo Il, hipertensdo, doencas cardiovasculares, esteatose hepatica e alguns tipos de
cancer (KIM; DESPRES; KOH, 2016; PARK; MUN, 2013; STEFAN et al., 2013).

A dieta hiperlipidica, rica em acidos graxos saturados, associada ao sedentarismo, € um
dos fatores responsaveis pelo desequilibrio energético e ganho de peso, levando a hipertrofia e
hiperplasia do tecido adiposo branco. O aumento expressivo desse tecido, por sua vez, causa
distdrbios metabolicos, como dislipidemias, resisténcia a insulina, inflamacao cronica de baixo
grau, estresse oxidativo, entre outras desordens metabdlicas (ALI et al., 2013; MASI et al.,
2012; WANG et al., 2013).

Dentre as alteracGes metabodlicas encontradas na obesidade, destaca-se o acumulo de
lipidios no tecido hepatico. Trés fatores correlacionam-se com essa condicao, a saber: aumento
de &cidos graxos livres no plasma, proveniente da lipdlise do tecido adiposo; lipogénese de
novo, relacionada ao excesso de carboidratos e resisténcia a insulina e acidos graxos livres
provenientes da dieta. A associacdo desses fatores de forma cronica pode resultar na doenca
hepética gordurosa ndo alcoolica (DHGNA), conhecida como esteatose hepatica, tornando o
figado um tecido acometido pela obesidade (NI et al., 2019; POLYZOS; KOUNTOURAS;
MANTZOROS, 2017).

As estratégias utilizadas para controlar e prevenir a obesidade e algumas alteragdes, tal
como a esteatose hepatica, consistem em modificacbes no padrdo alimentar, aumento da
atividade fisica, e em casos especificos, uso de medicamentos e intervencdes cirurgicas (BRAY
etal., 2018; RINELLA, 2015). Por outro lado, a inser¢do de compostos bioativos na dieta, como
0s compostos fendlicos, surge como alternativa promissora, com baixo custo e menos efeitos
colaterais, na redugdo dos riscos associados as doencas crénicas (DEL RIO et al., 2013;
HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Estudos in vitro e in vivo mostraram que extratos ricos em compostos fenoélicos atenuam
0 estresse oxidativo, acumulo de lipidios intracelular, além de modular a transcrigéo de genes
relacionados a inflamacéo e atenuar a disfungdo mitocondrial, condi¢fes que séo encontradas
na obesidade (ZHANG et al., 2015; ZHONG et al., 2016; ZHOU et al., 2018). Nesse contexto,
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espécies vegetais fontes desses compostos podem contribuir para a prevencédo e tratamento da
obesidade e suas comorbidades.

Dentre as espécies fonte de compostos fendlicos, destaca-se o alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), uma erva aromatica que nos Ultimos anos, tem sido amplamente utilizada na
indUstria de alimentos, sendo apreciada principalmente por suas propriedades aromatizantes,
conservantes e antimicrobianas (COLICA et al., 2018; CUI et al., 2012), além de efeitos
bioldgicos como a reducdo da inflamacao, estresse oxidativo, resisténcia a insulina e melhora
do perfil lipidico (AFONSO et al., 2013; BORGES et al., 2018; SILVA et al., 2011; PARK;
MUN, 2013; TSAIl et al., 2014).

No contexto da obesidade, estudos in vivo e in vitro avaliaram os efeitos de diferentes
extratos de alecrim, bem como os principais componentes dessa erva, o carnosol e acido
carnésico (HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016). Os resultados encontrados
mostram o potencial efeito dessa especiaria em reduzir ganho de peso, adipogénese, parametros
de estresse oxidativo e inflamacéo, além da reducéo da incorporacéo de lipidios (GAYA et al.,
2013; IBARRA et al., 2011; PARK; SUNG, 2015; ZHAO et al., 2015).

O extrato aquoso de alecrim, cujos componentes majoritarios sdo o acido rosmarinico e
a apigenina, diferentemente dos extratos mais apolares (SILVA et al., 2015), aproxima-se de
uma das formas de uso do alecrim como erva medicinal pela populacdo, que é através do
consumo de chas, seja fresco ou seco (ACHOUR et al., 2018). Assim, o estudo desse extrato
pode ser (til na fitoterapia e pode ser aplicado como uma estratégia nutricional auxiliando no
tratamento da obesidade e suas comorbidades, uma vez que existem fortes evidéncias de que a
combinagdo de componentes bioativos pode superar o efeito dos constituintes isolados
(KOWALSKA et al., 2017).

Nesse sentido, a hipotese desse estudo é que o extrato aquoso de alecrim atenua o estresse
oxidativo e modula o metabolismo lipidico em cultura de células que mimetizam os tecidos
alvos da obesidade, tais como tecido adiposo e figado.

Para isso, foram utilizadas as linhagens de hepatocitos humanos HepG2, bem
reconhecido como um modelo in vitro de DHGNA, além da linhagem de fibroblastos 3T3-L1,
células de camundongos que se diferenciam em adipécitos maduros, sendo este 0 modelo mais
utilizado para estudo da adipogénese e outras condices encontradas na obesidade (MULLER;
STURLA, 2019; RUIZ-OJEDA et al., 2016; WANG et al., 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade: definicao e dados epidemioldgicos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018) a obesidade pode ser definida
como um acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a satde. Em adultos, €
classificada por meio do indice de Massa Corporal (IMC), que considera o peso de uma pessoa
em quilogramas dividido pelo quadrado de sua altura, sendo os valores expressos em kg/m?.
Valores de IMC > 25,0 kg/m? indicam sobrepeso, enquanto valores > 30,0 kg/m? evidenciam a
obesidade em seus diferentes graus (WHO, 1995).

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade vem atingindo grandes proporcfes em varios
paises, incluindo os de média e baixa renda (FERREIRA; SZWARCWALD; DAMACENA,
2019). O nimero de individuos no mundo com excesso de peso quase dobrou desde a década
de 80, de modo que quase um terco da populacdo mundial apresenta IMC acima de 25,0 kg/m?.
A expectativa € que essa tendéncia permaneca nos proximos anos devido a propagacado da dieta
ocidental (rica em acgUcares e acidos graxos saturados) associada a um estilo de vida sedentério
(CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; SONG, 2019).

Nos Estados Unidos, mais de 100 milhGes dos americanos estdo com sobrepeso ou
obesidade, 0 que representa 68,5% da populacdo adulta. Em relacdo a obesidade, os dados
americanos de 2013 a 2014 mostram que esta afeta 35% dos homens e 40,4% das mulheres
(BRAY et al., 2018). No Brasil, as estimativas de prevaléncia de excesso de peso e obesidade
realizada pelo Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefénico (VIGITEL) mostraram um aumento de 13,1% e 8% na prevaléncia de
sobrepeso e obesidade, respectivamente, no periodo de 2006 a 2018 (BRASIL, 2018).

Esses dados de expansdo global da obesidade s&o preocupantes, uma vez que essa
condicdo estd ligada ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas cronicas como:
diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, diversos tipos de canceres, distarbios
osteomusculares e outros problemas que afetam a produtividade e qualidade de vida das
pessoas, acarretando em altos custos com a saude (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; SONG,
2019).

Estima-se que os Estados Unidos tenham gastado US$ 1.901 por individuo obeso no
ano de 2014, e em nivel nacional o valor extrapolou os US$ 149,4 bilhées (CHOOI; DING;
MAGKOQOS, 2019). Ja no Brasil, no ano de 2011, cerca de 1,86% de todas as despesas com
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assisténcia médica de média e alta complexidade foram atribuidas a obesidade (DE OLIVEIRA,;
SANTOS; SILVADA, 2015).

2.2 Fisiopatologia da obesidade
2.2.1 O tecido adiposo como um érgéo dindmico

O tecido adiposo é o principal regulador da homeostase de &cidos graxos do organismo
(GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010). Em periodos de abundancia energética, os acidos
graxos livres sdo armazenados na forma de triacilglicerol (TAG), durante o jejum prolongado
sdo liberados na sua forma livre, isso torna o tecido adiposo o principal responsavel pela reserva
energética do corpo (FASSHAUER; BLUHER, 2015; FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Em mamiferos, sdo encontrados dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o
marrom (TAM) (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; QUEIROZ et al., 2009). Apesar de ambos
estarem envolvidos no balanco energético, esses tecidos se diferenciam estruturalmente e
funcionalmente (MANNA,; JAIN, 2015). Enquanto os adipécitos brancos tém o papel de estocar
grande quantidade de triacilglicer6is em um Unica goticula lipidica citoplasmatica, os
adipdcitos marrons possuem goticulas lipidicas menores e em maior quantidade, sendo estes
responsaveis pela dissipacdo de energia na forma de calor, processo conhecido como
termogénese (HEEREN; SCHEJA, 2018; RUIZ-OJEDA et al., 2016).

No entanto, apesar de ter sua funcéo elucidada durante muitos anos, a visdo do tecido
adiposo como um 6rgdo responsavel apenas pelo controle energético foi contestada no inicio
da década de 1990. A descoberta da molécula de leptina, no ano de 1994, mudou essa
compreensdo e estabeleceu o tecido adiposo como um 6rgdo ndo somente responsavel pela
homeostase energética, mas tambem um oOrgdo endocrino (QUEIROZ et al., 2009;
RAKOTOARIVELO et al., 2018).

Outras moléculas foram descobertas desde entdo, a exemplo da adiponectina em 1995,
e atualmente sabe-se que o tecido adiposo é responsavel pela liberagcdo de diversas moléculas
sinalizadoras conhecidas como “adipocinas”, essas moléculas regulam processos bioldgicos
através de mecanismos autdcrinos, paracrinos e endocrinos (BOOTH et al., 2016;
FASSHAUER; BLUHER, 2015).

Além dos adipdcitos, uma variedade de células encontradas no tecido adiposo, como 0s
macrofagos, fibroblastos, células endoteliais, células precursoras adiposas, células-tronco

mesenquimais (MSCs) e outras, contribuem para a liberacdo de adipocinas por esse tecido



17

(FASSHAUER; BLUHER, 2015; RUIZ-OJEDA et al., 2016). Dentre as adipocinas secretadas
pelo tecido adiposo, destacam-se a leptina, adiponectina, resistina, adpsina, fator-a de necrose
tumoral (TNF-a), o inibidor 1 de ativador de plasminogénio (PAI-1), as interleucinas 1B, 6 ¢ 8
(IL-1B, IL-6, IL-8), o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), proteina
quimioatrativa de macréfagos (MCP-1/CCL2) e visfatina (FASSHAUER; BLUHER, 2015;
GRIGORAS et al., 2018; QUEIROZ et al., 2009).

A leptina e a adiponectina foram as primeiras adipocinas a serem identificadas e tém
sido as mais estudadas por estarem envolvidas tanto no metabolismo quanto na homeostase
energética, representando papel importante no processo inflamatdrio associado a obesidade
(CALDAS et al., 2019).

A leptina tem funcdo importante na regulacdo da homeostase metabolica e controle da
saciedade. Essa adipocina atua no hipotalamo, onde aumenta a sintese de peptideos
anorexigenos concomitante a reducdo dos peptideos orexigenos, resultando na inibi¢cdo do
apetite (FASSHAUER; BLUHER, 2015; QUEIROZ et al., 2009).

No entanto, apesar da massa de tecido adiposo branco estar relacionado a quantidade de
leptina, 0 processo de obesidade parece impor uma condi¢do de resisténcia a acdo dessa
adipocina em seu receptor, causada por alteracdo no seu sitio de ligacdo. Esse processo gera
aumento nas concentracdes de leptina, caracterizando um quadro de hiperleptinemia que parece
estimular a producdo de citocinas inflamatorias, como IL-6 e TNF-o por células do sistema
imune (BOOTH et al., 2016; OUCHI et al., 2011).

A adiponectina, por outro lado, apresenta propriedades anti-inflamatérias e protetoras
contra diversas disfuncBes metabdlicas associadas a obesidade. Concentracdes plasmaticas
dessa adipocina estdo relacionadas com o aumento da sensibilidade a insulina e expansao
saudavel do tecido adiposo, contudo, na obesidade, a expressdo de adiponectina encontra-se
reduzida (OUCHI etal., 2011; STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016).

A expressdo das adipocinas, como mencionado anteriormente, pode ser afetada pelo
aumento do tecido adiposo. A expansao desse tecido ocorre em funcdo do aumento no volume
do adipdcito (hipertrofia) em combinacdo com a multiplicacdo do nimero dessas células,
processo denominado de hiperplasia (RUIZ-OJEDA et al., 2016).

O processo de hipertrofia do tecido adiposo estd associado a alteragdes metabdlicas
tipicas, como a lipogénese. Por outro lado, a hiperplasia é atribuida ao processo de diferenciagédo
de adipdcitos maduros a partir de células precursoras residentes no estroma do tecido adiposo.
Esse processo é denominado adipogénese, e assim como o processo de hipertrofia, pode ocorrer
durante toda a vida do individuo (QUEIROZ et al., 2009).
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O processo de diferenciacdo de adipécitos é complexo e resumidamente envolve quatro
etapas, que sdo: prisdo por crescimento, expansdo clonal mitética (ECM), diferenciacéo precoce
e diferenciacdo terminal (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016). Além disso, um conjunto de
fatores de transcricdo e proteinas chaves estdo envolvidos no processo da adipogénese, tais
como o receptor-y ativado por proliferador de peroxissoma (PPARY), a proteina de ligacao de
elemento regulador de esterol-1 (SREBP1) e CCAAT / proteina de ligacdo de intensificador-o
(C/EBPa) (PARK; SUNG, 2015; QUEIROZ et al., 2009).

Apesar do processo de diferenciacdo ocorrer principalmente logo ap6s 0 nascimento,
sabe-se que assim como na maioria das espécies, em seres humanos esse processo de
diferenciacdo pode ocorrer durante toda a vida em resposta a um balango energético positivo
(QUEIROZ et al., 2009; OLIVEIRA, 2005).

2.2.2 Repercussdes metabolicas da obesidade: o figado como um tecido alvo

Outro aspecto relevante, no contexto da obesidade, diz respeito a incorporacéo de acidos
graxos nos hepatdcitos. Esse processo crénico, pode levar ao desenvolvimento DHGNA, mais
conhecida como esteatose hepatica. Tal condicdo, que tem relagdo com a resisténcia a insulina
e acimulo de gordura visceral, tem sido documentada como uma das doengas mais prevalentes
na populacdo ocidental, atingindo taxas de 20 a 30%. Valores que podem ser associados aos
atuais padrdes alimentares desses individuos, ou a fatores de risco como etnia, género, fatores
genéticos e imunolégicos (SOLER et al., 2008; LISBOA; COSTA; COUTO, 2016).

O DHGNA esta fortemente ligado a obesidade, apresentando uma prevaléncia de
aproximadamente 80% em pacientes obesos e apenas 16% em individuos com IMC normal e
sem fatores de risco metabdlico. Essa relagdo surge de um desequilibrio metabdlico, onde os
acidos graxos derivados da dieta e do tecido adiposo sdo captados pelo figado, o que pode
prejudicar a via da sinalizacdo da insulina nesse tecido (MILIC; LULIC; STIMAC, 2014).

O quadro de resisténcia a insulina, aumenta a expressdo da proteina 1c de liga¢do ao
elemento regulador de esterol (SREBP-1c), o principal regulador da lipogénese, e reduz a -
oxidagéo, promovendo ainda mais o acumulo de lipidios hepéaticos (ZHANG et al., 2018).

Além disso, atuais evidéncias indicam que mudancas na estrutura e funcionalidade das
mitocdndrias exercem papel crucial no desenvolvimento da esteatose hepatica. Essas alteragdes

levam a uma diminuigdo nos niveis de adenosina trifosfato (ATP), escape de ERO e aumento
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da deposicao de gordura (TER HORST; SERLIE, 2017). A figura 1 mostra resumidamente essa
interligagdo entre tecido adiposo e figado.

Resisténciaa
insulina

I IL-6, TNF-a,
Leptina

Figura 1. Integragdo entre tecido adiposo e figado durante a obesidade. Adaptado de Zhang et al., 2018.

2.2.3 Papel do estresse oxidativo na obesidade: vias de sinaliza¢do

O estresse oxidativo, uma condicdo relevante na patogénese de varias doencas, €
classicamente definido como um desequilibrio no estado redox, onde ha um aumento nas
espécies reativas ao passo em que as defesas antioxidantes sdo reduzidas. Em sintese, é
caracterizado como qualquer distirbio no estado redox que pode gerar alteracdes em
biomoléculas e levar a expressao alterada de genes envolvidos desde a proliferacdo até o
processo de morte celular (HALLIWELL, 2011; JONES, 2006).

Para manter a homeostase redox, um sistema de defesa antioxidante enddgena
enzimatica, formada por enzimas como catalase (CAT), superéxido desmutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GSH-Px) e a ndo enzimatica, como a glutationa (GSH), atuam
sistematicamente (LI et al., 2015). Contudo, no contexto da obesidade e suas alteracbes
metabolicas, a atividade dessas proteinas esta reduzida, o que leva ao aumento dos niveis de
peroxidagéo lipidica e oxidacao de proteinas (PETTINEL; OBREGON; VIDELA, 2011).

Estudos demonstraram que a superproducédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na
obesidade pode levar a disfuncdo mitocondrial nos adipécitos, resultando no maior acimulo de
TAG e reducdo concomitante do gasto energetico, bem como o aumento do processo de
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adipogénese, que também esta relacionado ao aumento do tecido adiposo (LEE et al., 2009;
WANG; HAI, 2015).

A producao de ERO parece ser crucial para a ECM durante o processo de diferenciacéo
de pré-adipdcitos em adipocitos maduros (LEE et al., 2009). Além disso, 0 estresse oxidativo
pode levar a ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs). Uma vez
acionadas, essas proteinas ativam o fator de transcrigdo PPARy, essencial para dar sequéncia
ao processo de adipogénse (CHOI et al., 2016).

O processo de hipertrofia do tecido adiposo também relaciona-se com o aumento do
estresse oxidativo, uma vez que esse processo pode levar a hipoxia nos adipdcitos, gerando uma
necrose dessas células e acarretando em um processo de fagocitose que aumenta a inflamacgéo
e estresse oxidativo em funcao da liberacéo de 6xido nitrico (NO) e H.O2 (FRANCISQUETI et
al., 2017; NETZER et al., 2015). Uma vez liberado, o NO regula o balanco redox intracelular,
visto que essa molécula tem a capacidade de reagir com o anion superéxido (O?*) formando
um oxidante celular, o peroxinitrito (ONOO") (MORAES; ROGERO; SOUZA, 2011).

Sabe-se que o estresse oxidativo vem sempre acompanhado do processo inflamatdrio,
ou vice-versa, haja vista que estas sdo condicdes indissociaveis em diversas doencas (CALDAS
et al., 2019). Assim, além de aumentar os marcadores de estresse oxidativo, o acumulo
excessivo de lipidios no tecido adiposo, leva a producdo alterada de adipocinas, incluindo
adiponectina e leptina, PAI-1, IL-6 e MCP-1/CCL2 (FURUKAWA et al., 2004).

A disfuncdo metabdlica nos adipécitos leva ao aumento na sintese de citocinas e
quimiocinas por essas células. Esse processo € intensificado, posteriormente, por células do
sistema imune, como o0s macréfagos residentes no tecido adiposo (ENGIN; ENGIN, 2017).
Essa condigédo leva a um quadro de inflamacdo cronica e de baixo grau com liberacdo de
mediadores inflamatorios, tais como o TNF-a e IL-6 que contribuem para a resisténcia a
insulina (MANNA; JAIN, 2015; ROGERO; CALDER, 2018).

A depender do estimulo, os macrofagos no tecido adiposo se diferenciam em
macrofagos tipo M1 e M2. Enquanto o fenotipo M2 esta relacionado a mecanismos anti-
inflamatorios através da secre¢do de citocinas como IL-4 e IL-10, o fen6tipo M1 é resultado da
exposicao a interferon-gama (IFN-y) e/ou ligantes dos receptores do tipo Toll-like receptors
(TLR) e secreta citocinas pro-inflamatérias como IL1-B, IL-6, TNF-a ¢ MCP-1/CCL2
(CALDAS et al., 2019).

Os receptores TLR fazem parte de uma grande familia de receptores transmembrana que
estdo envolvidos com a resposta imunoldgica. Dentre os 10 ja identificados, o TLR-4 tem sido

destaque por estar envolvido na amplificacdo da resposta inflamatoria em células do sistema
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imunes inatas, incluindo mondcitos, macréfagos e células dendriticas, bem como em outros
tipos de células, como enterdcitos, hepatdcitos e adipocitos (POULAIN-GODEFROY et al.,
2010; ROGERO; CALDER, 2018).

O TLR-4 é sensivel ao lipopolissacarideo (LPS), encontrado na membrana de bactérias
gran-negativas, e mais recentemente foi descoberto que alguns nutrientes, como os &cidos
graxos saturados, tal como o &cido palmitico, também podem se ligar a esse receptor. 1sso
implica dizer que a ingestao elevada de gorduras, bem como o aumento de &cidos graxos livres
circulantes, podem ativar esses receptores, mesmo na auséncia de patogenos (HUANG et al.,
2012; POULAIN-GODEFROQY et al., 2010).

Uma vez que o acido graxo saturado ou o LPS se liga a ao TLR-4, uma cascata de
reacOes acontecem de modo a ativar a via de sinalizacdo do fator nuclear Kappa B (NF-xB),
um fator de transcricdo que uma vez desligado do seu inibidor (IkB) no citoplasma, migra para
o0 nucleo e modula a expressdo de genes capazes de codificar enzimas e citocinas com agéao pro-
inflamatoria, como IL-6, IL-1B, TNF-a e as enzimas 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e a
ciclooxigenase 2 (COX-2), contribuindo assim para o quadro de inflamacdo sistémica
observado na obesidade (ROGERO; CALDER, 2018).

2.3 Polifendis e sua atuacdo no estresse oxidativo associado a obesidade

Os polifendis ou compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios encontrados em uma
enorme variedade de alimentos de origem vegetal, como frutas, hortalicas e cereais.
Estruturalmente possuem um anel aromatico com uma ou mais grupos hidroxilas e podem
variar de moléculas simples a polimeros de alto peso molecular. Sao classificados em diferentes
grandes classes: acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e taninos (DEL RIO et al., 2013;
HASSIMOTO; LAJOLO, 2017).

Os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante e podem atuar de forma direta
na eliminacdo de ERO e radicais livres, ou indireta, ativando vias endogenas de defesa
antioxidante, como a via Nrf2 (CARDOZO et al., 2013). A via Keapl-Nrf2-ARE consiste em
um sistema regulador que desempenha papel fundamental na manutencdo da homeostase
celular sob condigdes de estresse oxidativo (MOHAN; GUPTA, 2018).

Em condigdes basais, o fator de transcricdo fator 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)
permanece inativado no citoplasma ligado a proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keapl),

que detecta a presenca de espécies reativas de oxigénio e eletréfilos. O Keapl também esta
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ligado a culina 3 (Cul3), formando um complexo Nrf2-Keapl-Cul3 que sofre constante
ubiquitinacdo e subsequente degradacdo no proteassoma (REINISALO et al., 2015).

Uma vez alterado o estado redox, o fator de transcricdo Nrf2 se dissocia do complexo
Nrf2-Keapl-Cul3 e transloca-se para o nucleo, formando um heterodimero com a pequena
proteina Maf (sMaf), que parece ser essencial para a ligagdo subsequente a resposta antioxidante
elemento (ARE), culminando na expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes da
fase Il (MAGESH, CHEN, HU; 2012).

Mecanismos envolvidos na resposta anti-inflamatdria também podem estar relacionados
a reducdo do estresse oxidativo, uma vez que sdo processos coexistentes. No que concerne a
resposta anti-inflamatoria, os polifendis parecem regular a via de sinaliza¢do do fator nuclear
Kappa B (NF-kB), ativada pelo receptor TLR-4 e por citocinas inflamatdrias. Essa regulacdo
ocorre através da inibicdo de proteina quinases ativada por mitdgenos (MAPK), cuja ativacdo
esta aumentada na presenca da resisténcia a insulina. (HASSIMOTO & LAJOLO, 2017).

2.3.1 Rosmarinus officinalis L. e suas propriedades bioldgicas: relevancia para a satde

A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida como alecrim, alecrim-do-reino,
alecrim-do-sul ou alecrim-verdadeiro, é uma erva pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae),
a qual engloba cerca de 3500 espécies nativas da regido do mediterraneo (CARDOSO et al.,
2005; MARIUTTI; BRAGAGNOLDO, 2007), mas que podem ser encontradas em regides com
clima temperado, tais como Portugal e Australia (LORENZI & MATOS, 2006). E formada
por flores pequenas e azuladas, e toda a planta emite cheiro forte e agradavel (Figura 2)
(HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016).
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Figura 2. Folha de Alecrim

Fonte: préprio autor

O uso das ervas e especiarias, além de contribuir para reducéo do consumo de sal, por
conferir aroma e sabor aos alimentos, tém sido utilizadas na conservacéo de alimentos e no
tratamento de enfermidades, proporcionando beneficios a saitde (EMBUSCADO, 2015). O
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uso de ervas e especiarias para fins medicinais é considerada uma préatica milenar, e nos ltimos
anos, o progresso técnico e cientifico, que vém identificando novas moléculas e seus respectivos
mecanismo de acdo, tem contribuido para que muitas espécies vegetais sejam utilizadas no
tratamento de doencas (COLALTO, 2018).

No Brasil, por exemplo, o Sistema Unico de Satde (SUS) ja fornece para a populagéo
12 medicamentos fitoterapicos para uso ginecoldgico, tratamento de queimaduras, auxiliares
terapéuticos de gastrite e Ulcera, além de medicamentos com indicacdo para artrite e
osteoartrite. Essa acdo integra um dos objetivos da Politica e do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2016). Assim, é valido o estudo de plantas medicinais
que possam auxiliar no tratamento de diversas doencas, dentre elas a obesidade.

As propriedades bioldgicas dessas plantas medicinais, que vem sendo cada vez mais
exploradas na ciéncia, deve-se principalmente a presenca de fitoquimicos com atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, entre outras (GOTTARDI et al., 2016). O
alecrim é rico em fitoquimicos, nos quais destacam-se os compostos fendlicos, sendo
encontrados nos extratos trés grupos principais: diterpenos, flavonoides e acidos fendlicos, tais
como o &cido carnésico, carnosol e &cido rosmarinico (BORRAS-LINARES et al., 2014)
(Figura 3).
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Figura 3. Estrutura de alguns polifendis encontrados em extratos de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).
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A presenca de compostos fendlicos no alecrim é responsavel por suas atividades
biologicas. Na literatura ha dados sobre o efeito do alecrim nos disturbios encontrados na
sindrome metabdlica, condi¢cdo que envolve alteragdes metabdlicas importantes e de relevancia
nas doencas cronicas. Dentre as mais estudadas, estdo as alteracbes no metabolismo dos
carboidratos (HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016).

Jayanthy e Subramanian (2014) avaliaram o efeito do acido rosmarinico (100mg/kg),
um dos fenolicos presentes no alecrim, em um modelo animal de ratos diabéticos induzido por
estreptozotocina (STZ). Os resultados encontrados foram a reducdo da glicemia, glicosuria e
niveis de hemoglobina glicada, tais efeitos foram associados a modula¢do da atividade das
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos como a hexoquinase, piruvato quinase,
glicose-6-fosfatse e 1,6-bifosfatase pelo acido rosmarinico.

Silva e colaboradores (2011) reportaram efeito do extrato aquoso do alecrim (EAA) em
ratos diabéticos induzido por estreptozotocina. O EAA na concentracdo de 50mg/kg reduziu o
percentual de hemoglobina glicada e aumentou a atividade das enzimas catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e superéxido desmutase (SOD), o que indica um potencial
antioxidante do alecrim. Tais efeitos foram atribuidos a presenca dos compostos fenolicos

presentes no extrato.

2.4 Métodos in vitro para estudo da adipogénese e DHGNA

Diversas limitacbes dificultam o estudo da adipogénese in vivo. Dentre elas, a
guantidade e fonte do material, a dificuldade em diferenciar adipoblastos (células
comprometidas com a linhagem adipocitaria) de fibroblastos, e a obtencao de adipoblastos em
estagios de desenvolvimento semelhantes (OLIVEIRA, 2005).

Por essa razdo, nos Ultimos anos, diferentes modelos e protocolos de cultura celular
tornaram-se disponiveis para estudar a biologia dos adipdcitos. Dentre eles, estudos com células
isoladas de camundongos, como: 3T3-F442A, OP9, C3H10T1/2, 3T3-L1, entre outros.
Contudo, o estudo com a linhagem secundaria 3T3-L1 tem sido 0 mais bem caracterizado para
estudo da adipogénese ex vivo. Uma revisao que avaliou estudos com adipogénese, encontraram
que quase um terco dos artigos publicados entre 2011 e 2016 descreveram o uso de células 3T3-
L1 no estudo da adipogénese e caracteristicas relacionadas a obesidade (KURI-HARCUCH et
al., 2019; RUIZ-OJEDA et al., 2016).

A Linhagem 3T3-L1 é proveniente do tecido embrionario de camundongos Swiss (17-

19 dias), essas células apresentam morfologia semelhante a fibroblastos (Figura 4) e sob
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condicBes adequadas se diferenciam em adipdcitos. Dentre as vantagens para 0 uso dessa
linhagem, estdo o baixo custo, homogeneidade em termos de populacéo de células e tolerancia
a um alto nimero de passagens (QUEIROZ et al., 2009; RUIZ-OJEDA et al., 2016).

Figura 4. Fibroblastos 3T3-L1.
Fonte: ATCC

As condicdes para que células 3T3-L1 se diferenciem em adipdcitos, envolve o uso de
um coquetel de diferenciacdo, que inclui: Insulina, dexametasona (DEXA) e isobutil-1-
metilxantina (IBMX). A exposic¢do de uma placa confluente de pré-adipécitos 3T3-L1 a esse
coquetel ativa receptores de glicocorticoides (pela DEXA), receptor de IGF-1 (pela insulina), e
a via de sinalizacdo da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), pelo IBMX, que é um
inibidor de enzimas fosfodiesterases que leva ao aumento nos niveis de AMPc. Essas condi¢des
induzidas pelo coquetel de diferenciacdo culminam na expressao de proteinas que dao inicio ao
processo de diferenciacdo celular que pode chegar a duas semanas para ser concluido
(QUEIROZ et al., 2009; RUIZ-OJEDA et al., 2016; WANG; HAI, 2015).

J& para o estudo in vitro da DHGNA, uma das condicOes associadas a obesidade,
destaca-se 0 uso da cultura de hepatdcitos humanos HepG2 (Figura 5). Trata-se de uma
linhagem derivada de um carcinoma hepatocelular que tem sido amplamente explorada para
examinar compostos que podem atenuar a esteatose hepatica e resisténcia a insulina, além de
explorar propriedades citoprotetoras, antioxidantes, hepatoprotetoras e hipocolesterolémica de
espécies vegetais e constituintes bioativos (KAUR et al., 2018).

Para simular a condicdo de esteatose em cultura de hepatdcitos HepG2, os estudos tém
utilizado a exposicao dessas células ao acido palmitico, um acido graxo saturado de alto grau
comumente utilizado para estabelecer modelos lipotoxicos in vitro e in vivo (LU et al., 2019).
A exposicdo de células HepG2 a acidos graxos livres, tal como o acido palmitico, apresentam
um aumento dependente da dose na acumulagéo lipidica com uma producéo elevada de TNF-a,
(MULLER; STURLA, 2019).
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Assim, as células HepG2 fornecem uma excelente ferramenta a serem empregadas em
modelos de estresse oxidativo, haja vista que essas células preservam fungdes enddgenas e
expressao de diversas substancias antioxidantes, sendo possivel avaliar os mecanismos pelos

quais 0s compostos bioativos atenuam o estresse oxidativo (KAUR et al., 2018).

Figura 5. Células HepG2
Fonte: ATCC
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

Avaliar o efeito do extrato aquoso do alecrim (Rosmarinus officialis L.) no controle das

alteracdes do metabolismo lipidico e estresse oxidativo em cultura de hepatdcitos e adipdcitos.

3.2 Especificos:

e Identificar e quantificar os compostos presentes no extrato aquoso de alecrim;

e Auvaliar a capacidade antioxidante in vitro da amostra;

e Avaliar o efeito do extrato aquoso de alecrim sobre a viabilidade de hepatdcitos
(HepG2) e pré-adipdcitos (3T3-L1);

e Auvaliar o efeito antioxidante do extrato aquoso de alecrim em cultura de hepat6citos
(HepG2) sob condicdo hiperlipidica;

e Auvaliar o efeito do extrato aquoso de alecrim na incorporacdo de &cidos graxos em
cultura de hepatécitos (HepG2) sob condicdo hiperlipidica.

e Auvaliar o efeito antiadipogénico e antioxidante do extrato aquoso de alecrim em cultura

de células 3T3-L1 diferenciadas em adipdcitos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do extrato aquoso de alecrim

As folhas desidratadas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) foram obtidas de uma
mesma marca comercial (lote: 19BRRPPO03 3). Estas passaram por processo de desintegracéo
em moinho analitico (modelo IKA Al1 basic, Wilmington, USA) antes do preparo do extrato.
Para aquisicdo do EAA adicionaram-se 350 mL de agua destilada a 60,0373g de folhas de
alecrim trituradas. A solucéo foi homogeneizada com auxilio de agitador magnético durante 24
horas a temperatura ambiente. Apds essa etapa, a mistura foi centrifugada a 15.000 rpm por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em bomba & vacuo. O volume filtrado foi liofilizado

e mantido em frascos ambar em freezer a -20°C.

4.2 ldentificagdo e quantificacdo dos componentes do extrato aquoso de alecrim:

4.2.1 Determinacdo de fenolicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais do EAA foi determinada de acordo com
a metodologia descrita por Swain e Hillis (1959) com adaptacfes para microplacas. Foram
pipetados 12,5uL da amostra junto a 200ul de 4gua destilada com posterior agitagdo. Em
seguida, foram adicionados 12,5uL do reagente de Folin-Ciocalteau. Apds 3 minutos,
adicionou-se 25 pL de solugao saturada de carbonato de s6dio (Na2CO3) e a mistura foi agitada
novamente. O controle negativo foi constituido da adi¢do de todos os reagentes, com excecao
da amostra, que foi substituida por 12,5uL de agua, condicionados aos mesmos processos
experimentais.

Apds repouso de 1 hora ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, as absorbancias
foram mensuradas em um leitor de microplacas (Sinergy Mx, Biotek, EUA) a 720 nm. Os
resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (EAG), determinados por uma

curva (12,5 a 200 pg/mL) realizada nas mesmas condigdes.

4.2.2 Determinacgéo de flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides foi realizada segundo a metodologia descrita por

Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999) com adaptacGes para microplacas. Na placa foram
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pipetados 25uL da amostra com 100uL de agua destilada ¢ 7,5uL de NaNO2 (5%), apds 6
minutos, foram pipetados 7,5uL AICI3 (10%) e ap6s mais 6 minutos foram pipetados 100uL
de NaOH (4%) e 10uL de agua destilada. O mesmo procedimento experimental foi realizado
com &gua destilada, sendo utilizada como controle negativo em substituicdo a amostra. Apds
15 minutos foi realizada a leitura em leitor de placas (Sinergy Mx, Biotek, EUA) na absorbancia
de 510 nm. Os resultados foram expressos em equivalentes de catequina (ECQ) numa curva de
12,5-200pg/mL.

4.2.3 Cromatografia

Inicialmente, os principais flavonoides e acidos fenolicos foram separados, identificados
e quantificados de acordo com Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa em um sistema Hewlett-Packard 1100
equipado com um amostrador automatico e uma bomba quaternaria acoplada a um detector de
matriz de diodos controlado com o software Chemstation.

A coluna utilizada foi uma C18 de fase reversa Prodigy ODS3 (250 x 4,6 mm, 5um;
Phenomenex, Torrance, CA, EUA) e os solventes de eluicdo foram A: dgua; tetra-hidrofurano:
acido trifluoroacético (98: 2: 0,1) e B: acetonitrila. O gradiente de solvente estava na propor¢édo
de 17% B por 2 minutos, aumentando para 25% B ap6s 5 minutos, para 35% B ap6s mais 8
minutos e para 50% B apds 5 minutos.

A calibracdo foi realizada injetando os padrdes trés vezes em cinco concentracdes
diferentes (R2 > 0,999). A identificacdo do pico foi realizada pela comparacédo dos tempos de
retencdo e das caracteristicas espectrais da matriz de diodos com os padrdes e 0s espectros da

biblioteca.

4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro do extrato aquoso de alecrim

4.3.1 Preparo das doses de EAA

Para a analise antioxidante in vitro, 10mg do EAA foi reconstituido em 10ml de agua
destilada gerando uma solugdo estoque de 1mg/mL. A partir da solugcdo estoque, foram

preparadas dilui¢bes seriadas que variaram de 5ug/mL a 100ug/mL.
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4.3.2 Atividade antioxidante in vitro do EAA pelo método de varredura do radical DPPHe

Para confirmar a atividade antioxidante do EAA, ja documentada na literatura
(DORMAN et al., 2003; SILVA et al., 2011). A metodologia empregada foi adaptada de Brand-
Williams, Cuvelier e Brest (1995). FracGes de 50ulL de amostra dos extratos nas concentragoes
de 5, 10, 40, 80 e 100pug/mL foram adicionadas a 150uL de solugdo metanolica de DPPHe (0,06
M). Os testes foram acompanhados por um controle sem antioxidante e um padréo, contendo
50uL de agua destilada ¢ 50uL de trolox (100ug/mL), respectivamente. A reducdo do radical
DPPH- foi medida a 515 nm em leitor de placas (Sinergy Mx, Biotek) apds 30 minutos de
repouso em ambiente escuro. Foram realizados trés ensaios independentes. A reducdo nos
valores de absorbancia das amostras foi correlacionada com a do controle e foi estabelecido o
percentual de varredura do radical DPPHe expresso pela equagao:

% de varredura = [(Abscontrole — Absamostra) / Abscontrole]x 100)

4.4 Cultura de células
4.4.1 Preparo do tratamento com extrato aquoso de alecrim para cultura de células

Para o0s ensaios em cultura de células foi preparada uma solucéo estoque de EAA (60
mg/mL) em dimetilsulfoxido (DMSO). Essa solucdo foi previamente filtrada com auxilio de
seringa sob presséo por um filtro de 22 uM que impede a passagem de particulas grandes e de
microrganismos. A partir dessa solucdo foram preparadas dilui¢bes seriadas (5, 10, 50, 100,
500, 1500 e 2000 ug/mL) de modo que a maior concentracdo do EAA néo ultrapassou o valor
de 3,3% de DMSO (v/v).

4.4.2 Cultivo Celular

As células HepG2 (Espécie: Homo Sapiens; Tecido: figado; Tipo de célula: Epitelial) e
3T3-L1 (Espécie: Mus musculus; Tecido: embionario; Tipo de célula: Fibroblasto) foram
obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro e todo 0 manejo celular seguiu as recomendacdes
da ATCC (American Type Culture Collection).

As células foram cultivadas em meio DMEM (Vitrocell) com alta concentracdo de
glicose (4,5 g/L), com antibioticos e suplementado com 10 % de soro fetal bovino. O cultivo

celular foi realizado em garrafas de 75 cm? com filtro. A troca de meio era realizada a cada 48
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horas, e as células eram mantidas em estufa sob temperatura de 37 °C, atmosfera de 5 % de
CO2 e 90 % de umidade relativa.

O subcultivo era realizado quando a cultura atingia, no minimo, 80% de confluéncia,
cerca de 2 a 4 dias apds o cultivo. O meio de cultivo era cuidadosamente aspirado e descartado,
e as células aderidas a parede da garrafa eram isoladas com 5 mL de solucdo de Tripsina
(0,025% tripsina e 0,01% EDTA diluidos em PBS) e incubadas a 37 °C por 5 minutos. Logo
apos, era adicionado 10 mL de meio suplementado com soro fetal bovino (SFB) (10%) e as
células eram colocadas em tubo falcon para serem centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos.
Apos esse periodo, o0 meio era cuidadosamente retirado e as células eram ressuspensas em meio
DMEM suplementado com SFB (10%) e redistribuidas na proporcdo 1:4 em novas garrafas.

O numero de passagens das células HepG2 variou de 99p. a 104p., enquanto as células
3T3-L1 variou de 9p. a 12p. Vale ressaltar que para realizacdo dos experimentos as células ndo

ultrapassaram 2 passagens, ja considerando o descongelamento.

4.5 Células HepG2
4.5.1 Preparo da solucéo de &cido palmitico

Para obter uma solucédo de acido palmitico (0,2 mM) pesou-se 1mg de &cido palmitico
(Sigma-Aldrich, >99%) e diluiu-se em 20mL de DMEM livre de soro. A solucdo foi filtrada
em filtros de 22 uM e estocada em tubo falcom a -20°C para posteriores analises. A dose de
acido palmitico utilizada foi baseada em estudos anteriores, onde a dose de &cido palmitico ndo
alterou a viabilidade de células HepG2 (AHN et al., 2018; IZDEBSKA et al., 2017),

4.5.2. Viabilidade celular

O teste colorimétrico com MTT [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide] foi usado para determinar a viabilidade das células. Esse método avalia a
capacidade da célula em reduzir o MTT por meio da atividade metabolica mitocondrial,
observada apenas em células que estdo viaveis (CARMICHAEL et al., 1985). Foi avaliado o
percentual de sobrevivéncia celular apds a exposicao celular ao EAA na presenca ou auséncia
do acido palmitico. Apds o cultivo celular e contagem em contador automatico (modelo TC20,
Bio-Rad, EUA), as células foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 2 x 10° com
DMEM sem soro e incubadas por 24 horas a 37°C.
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Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi retirado e foi adicionado 100uL de EAA diluido
em DMEM (50-1500ug/mL) na presenca ou auséncia do acido palmitico (0,2mM). O mesmo
procedimento foi realizado com o solvente DMSO (nas mesmas concentracfes e sem a presenca
do extrato). As placas foram novamente incubadas por 24 horas, e apds esse periodo, 0
sobrenadante foi retirado ¢ adicionados 100 uL da solugao MTT (0,5 mg/mL diluidaem DMEM
sem soro). Foi utilizado um controle contendo apenas as células e meio de cultura.

Ap0s duas horas de incubagdo, o meio foi retirado e foram adicionados 100 uL de
DMSO (Sigma-Aldrich, >99,5%) para dissolver os cristais formados. A microplaca foi levada
ao leitor de placas (modelo: Sinergy H1, Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA), e a leitura
foi realizada no comprimento de onda de 570 nm. Foram realizados quatro ensaios
independentes em duplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevivéncia

relativa das células ao grupo controle sem tratamento.

4.5.3 Determinacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

A medida das ERO intracelulares foi realizada utilizando um probe fluorescente,
DCFH-DA (2',7'-Diclorofluoresceina diacetato) (WANG; JOSEPH, 1999). As celulas HepG2
foram cultivadas em placas de 96 pocos (7x10%) em diferentes concentracdes do EAA (5 a
500pg/mL) na auséncia ou presenca de acido palmitico (0,02 mM). As células foram
submetidas a incubacdo por 24 horas. Depois do periodo de incubacgdo, o meio foi descartado e
as celulas foram cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS. Entdo, foram adicionados 100
uL do probe DCFH-DA (40 uM) dissolvido em PBS e ap6s 60 minutos de incubacdo a 37°C a
intensidade da fluorescéncia foi mensurada na excitacdo de 485 nm e emissdo 535 nm. Foram
realizados trés ensaios independentes em duplicata e os resultados foram expressos em

percentual de ERO intracelular em relagdo ao controle.

4.5.4 Coloragdo dos corpusculos lipidicos por Oil Red

O ensaio foi realizado conforme descrito por Huang e colaboradores (2018). As células
foram cultivadas em placas de 6 pogos com 4x10° células/mL com diferentes concentragdes de
EAA (5 - 50 ug/mL) por 24 horas. Em seguida, as células foram lavadas com tampéo fosfato
salina (PBS) e fixadas com 4 % de formalina por 40 minutos. Entdo, o corante Oil-Red-O
(Sigma-Aldrich) (5 mg/mL em isopropanol:agua, 2:1) foi adicionado diretamente as células

fixadas e incubadas por uma hora. A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (modelo:
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Sinergy H1, Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA) em um comprimento de onda de
excitacdo e de emissdao de 510 nm. Foram realizados trés ensaios independentes em duplicata e

os resultados foram expressos em valores de absorbancia.

4.6 Células 3T3-L1

4.6.1 Viabilidade Celular

O mesmo ensaio com MTT foi utilizado para determinar a viabilidade dos fibroblastos
3T3-L1. No entanto, foi avaliado o percentual de sobrevivéncia celular apds a exposi¢cdo das
células ao EAA e durante o periodo de 48 horas. Apds o cultivo celular e contagem em contador
automatico (modelo TC20, Bio-Rad, EUA), as células foram semeadas em placas de 96 pocos
na densidade de 1 x 10° e incubadas por 24 horas a 37°C. Ap0s 24 horas, 0 meio de cultura foi
retirado e foi adicionado 100uL de EAA diluido em DMEM sem soro (5-2000pg/mL). As
placas foram novamente incubadas, dessa vez por 48 horas, e todas as etapas posteriores

seguiram conforme descrito no item 4.5.1.

4.6.2 Diferenciacédo de fibroblastos 3T3-L1 em adipdcitos

Para a diferenciacdo em adipdcitos, células 3T3-L1 confluentes foram plaqueadas e ap6s
a aderéncia (24 horas), estas foram estimuladas a se diferenciarem mediante o tratamento com
meio de diferenciacdo composto por 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 1 uM de
Dexametasona e 1,67 UM de insulinaem DMEM, contendo 10% de soro fetal bovino, conforme
recomendacdo da ATCC. Apds 48 horas sob estimulo do meio de diferenciacdo, as células
foram mantidas com meio de manutencdo, contendo apenas 0 hormonio insulina, conforme

descrito na figura 6.
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----- Meio de Diferenciacio (Insulina, IBMX, Dexametasona)

| Meio de Manutencio (Insulina)

Figura 6. Processo de diferenciagdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipécitos maduros mediante estimulo com
Kit de diferenciacéo.

Para avaliar o possivel efeito inibitério do EAA na diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos maduros, o estimulo para diferenciacdo das células 3T3-L1 foi realizado na presenca
ou auséncia do EAA, nas doses de 5 e 10 pg/mL durante 48 horas. Essas doses foram
selecionadas ap0s o ensaio de viabilidade celular. O efeito inibitoério na diferenciacdo foi
avaliado através de mudancas na morfologia das células que passam de células com
prolongamentos citoplasmaticos e formato fusiforme, caracteristica de fibroblastos, para células
de formato esférico com presenca de goticulas lipidicas. Além da determinacédo de Oil-Red que
identifica as células com maior presenca de lipidios, sugerindo maior ou menor presenca de

células diferenciadas (Figura 7).
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Figura 7. Processo de diferenciagéo de pré-adipécitos 3T3-L1 em adipdcitos maduros mediante estimulo com
Kit de diferenciacdo na presenca ou auséncia do EAA.

4.6.3 Determinacéo de ERO

A medida das ERO intracelulares foi realizada utilizando a mesma metodologia aplicada
nas células HepG2 (item 4.5.2), com algumas modificacBes. Apos 7 dias de diferenciacao, foi
retirado o meio das células 3T3-L1 diferenciadas e cultivadas em placas de 96 pocos (5 x 10%),
e em diferentes concentragdes do EAA (5 e 10 pg/mL).

As células foram cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS, e entdo, foram
adicionados 100 pL do probe DCFH-DA (40 uM) dissolvido em PBS e ap6s 60 minutos de
incubacdo a 37°C a intensidade da fluorescéncia foi mensurada em leitor de placas (modelo:
Sinergy H1, Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA) na excitagdo de 485 nm e emissdo 535

nm. Os resultados foram expressos em percentual de ERO intracelular em relagéo ao controle.

4.6.4 Coloragéo dos corpusculos lipidicos por Oil Red

A determinac&o de lipidios intracelulares foi realizada utilizando a mesma metodologia
aplicada nas células HepG2 (item 4.4.3), com algumas modificacdes. Apos 7 dias de
diferenciacéo, foi retirado o meio das células 3T3-L1 ja diferenciadas e cultivadas em placas
de 6 pocos (3x10°) nas concentragdes de 5 e 10ug/mL. Em seguida, as células foram lavadas
com tampéo fosfato salina (PBS) e fixadas com 4 % de formalina por 40 minutos. Entéo, o
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corante Oil Red (Sigma-Aldrich) (5 mg/mL em isopropanol:4gua, 2:1) foi adicionado
diretamente as células fixadas e incubadas por uma hora. A fluorescéncia foi medida em um
leitor de placas (modelo: Sinergy H1, Biotek Instruments Inc., Vermont, EUA) em um

comprimento de onda de 510 nm, e foram realizados trés ensaios independentes em duplicata.

4.7 Analise estatistica

Para analise estatistica, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) unifatorial, para
verificacdo das diferencas entre os grupos de interesse. E em seguida, o teste de Tukey foi
aplicado para observar diferengas estatisticas entre as médias, considerando um valor de
p<0,05. O software utilizado foi 0 GraphPhad Prism 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise quimica: identificacdo, quantificacdo dos componentes do extrato aquoso de
alecrim e atividade antioxidante.

5.1.1 Quantificacdo de fenolicos e flavonoides totais:

Como etapa prévia e com o objetivo de conhecer a composi¢do quimica e atividade do
extrato a ser avaliado, foi realizada a identificacdo e quantificacdo dos principais compostos
presentes no EAA. Os resultados encontrados no EAA para fendlicos e flavonoides totais foram

de 149,55 + 0,37mg/g e 110,92 £ 0,59 mg/g de extrato seco, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Fendlicos totais e flavonoides EAA obtido das folhas desidratadas de alecrim.

Extrato aquoso de alecrim (EAA) mg/g de extrato

Fendlicos totais
149,55 + 0,37

Flavonoides totais 110,92 + 0,59

Os resultados estdo expressos em média de equivalentes de acido galico (fendlicos totais) ou equivalentes de
catequina (flavonoides totais) + desvio padrdo de trés ensaios independentes.

5.1.2 Cromatografia

A cromatografia realizada pela técnica de CLAE, permitiu a identificacdo dos principais
compostos fenolicos presentes no EAA. Trés componentes majoritarios foram identificados,
dentre eles estdo: o &cido rosmarinico (RT: 13,840 min), acido elagico (RT:10,649 min), ambos
acidos fendlicos, e o flavonoide apigenina (RT:13,583 min). Contudo, ndo foi possivel
identificar o componente em um dos picos relevantes (RT:26,829 min) emitido pela

cromatografia (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma do extrato aquoso de alecrim obtido pela técnica de CLAE.

Em relag&o a quantificacdo dos componentes identificados no EAA, o acido rosmarinico
é 0 composto que esta presente em maior quantidade no extrato (24,40 mg/g de extrato), seguido
do flavonoide apigenina (8,37 mg/g de extrato) e o acido elagico (5,07 mg/g de extrato),

conforme apresentado na tabela 2.
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Tabela 2. Quantificacdo dos compostos fendlicos identificados no EAA

Quantidade
Tempo de retencao Composto identificado (mg/g de extrato)
. Acido elagico
10,649 min 5,07
13,583 min Apigenina 8,37
13,840 min i
Acido rosmarinico 24,40

5.2 Atividade antioxidante in vitro do extrato aquoso de alecrim pelo método de DPPH

No que concerne a atividade antioxidante in vitro do EAA avaliado pelo método de
varredura do radical DPPH, observa-se que todas as doses do EAA, com excecdo da dose de
Sug/mL, apresentaram atividade antioxidante quando comparado ao sistema. No entanto, o
destaque é para a dose de 100ug/mL do EAA que apresentou um percentual de radical
remanescente de 25,43 £ 1,82% (p<0,001), o que indica um percentual de varredura do radical
DPPH de 74,57%. A atividade antioxidante do EAA observada nesse estudo apresentou uma
relacdo de dose dependéncia a partir da concentracdo de 10pug/mL O padrdo antioxidante

Trolox, analogo da vitamina E, foi usado como controle positivo (Figura 9).
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Figura 9. Atividade antioxidante do EAA pela captura do radical livre DPPH. EAA = Extrato aquoso de alecrim.
Os resultados expressam a média + desvio padrdo dos valores de varredura in vitro de trés ensaios independentes;
*p<0,05 ou ****p<0,0001 vs sistema (meio reacional sem o antioxidante); #p<0,05; ##p< 0,01 ou ####p< 0,0001
entre concentragcdes do EAA. ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.

5.3 Linhagem HepG2
5.3.1 Viabilidade Celular

Para avaliar o efeito do EAA e do acido palmitico sob a viabilidade de células HepG2,
foi realizado o teste de MTT 24 horas. Observou-se que as nenhuma das concentragdes do EAA
(5-2000pg/mL) alteraram a viabilidade celular quando comparada ao sistema, bem como a

presenca do acido palmitico ndo alterou essa condicdo. (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do tratamento por 24 horas do EAA na auséncia ou presenca do acido palmitico (AP) sob a
viabilidade celular de células HepG2 avaliado pelo método de MTT. (-) = auséncia; (+) = presenca. Os resultados

expressam a média + desvio padrdo de quatro ensaios independentes em duplicata. ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey (p<0,05).
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Em relacdo a exposi¢do ao solvente utilizado no meio celular, foi observado que o
DMSO, nas doses utilizadas nesse estudo, também ndo comprometeu a viabilidade celular

quando comparado ao controle (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do tratamento por 24 horas com EAA e com o solvente DMSO nas mesmas concentragdes sob
a viabilidade celular de células HepG2 avaliada pelo método de MTT. (-) = auséncia; (+) = presenca. Os resultados
expressam a média + desvio padrdo de quatro ensaios independentes em duplicata. ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey (p<0,05).

5.3.2 Producédo de ERO

A producédo de ERO em cultura de células HepG2 foi avaliada para observar o efeito do
tratamento com o EAA em diferentes concentracfes (5 - 500ug/mL) sobre o estado redox
intracelular, na presenca ou auséncia do acido palmitico (0,2mM). De acordo com os resultados
apresentados na figura 12, a producdo de ERO ndo foi aumentada com o estimulo do acido
palmitico, quando comparado ao estado basal (controle sem acido palmitico) (p>0,05).
Entretanto, as células expostas ao acido palmitico na presenca do EAA, tiveram a producao de
ERO reduzida nas doses de 10-500 ug/mL, quando comparado ao &cido palmitico sem o EAA
(Figura 12).
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Figura 12. Producéo intracelular de ERO em células HepG2, quando expostas ao &cido palmitico (AP) e na
presenca ou auséncia de tratamento com EAA. (-) = auséncia; (+) = presenga. Os resultados expressam a média +
desvio padréo de trés ensaios independentes em duplicata. *p< 0,05; **p<0,01 ou ***p<0,001 vs AP. ANOVA de
uma via seguido do teste de Tukey.

5.3.3 Incorporacao de lipidio intracelular

A avaliacdo do contetdo lipidico em hepatocitos estimulados com acido palmitico
(0,2mM) foi avaliado utilizando o corante Oil-Red. O EAA foi utilizado como tratamento em
quatro doses (5, 10, 25 e 50ug/mL). Contudo, nesse estudo ndo foi observado aumento
significativo na incorporacéo de lipidios nas células HepG2 que receberam o acido palmitico,
como era esperado. Além disso, o tratamento com o EAA na presenca do acido palmitico

também ndo alterou o acumulo de lipidios nas células HepG2 (Figura 13).

0.25
g 0.20
% T —_— T T _I_\
;’ 0.15- \
g
O
|-
§ 0.05- \
< ool —L NN R \\ N\
EAA (pg/mL): - - 5 10 25 50
AP (0,2mM): - t + + t +

Figura 13. Acumulo de lipidios quantificado pelo valor de absorbancia do corante Oil Red extraido a 510 nm.
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5.4 Linhagem 3T3-L1

5.4.1 Viabilidade celular

Na linhagem de pré-adipocitos 3T3-L1, o ensaio de viabilidade celular pelo método de
MTT foi realizado ap0s 48 horas de incubacdo com o EAA. A viabilidade celular das células
3T3-L1 apos 48 horas na presenca do EAA em diferentes concentragdes (5-2000ug/mL) foi
reduzida em todas as concentragdes (p<0,0001). A dose de 5ug/mL que foi a que menos afetou
a viabilidade das células, mantendo um percentual de 70 = 6,14 % de células metabolicamente

viaveis. Efeito semelhante foi observado no DMSO (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do tratamento por 48 horas do EAA sob a viabilidade de células 3T3-L1 avaliada pelo método
de MTT. (-) = auséncia; (+) = presenca. Os resultados expressam a média + desvio padréo dos valores percentuais
de viabilidade celular das células 3T3-L1 em relagdo ao controle, quando expostas ao tratamento com EAA (5-
2000pg/mL) ou DMSO (0,008-3,3%). Foram realizados quatro ensaios independentes em duplicata. ANOVA de
uma via seguida do teste de Tukey. ****p<0,0001.

5.4.2 Atividade inibitoria na diferenciacdo de adipocitos

Ao avaliar o efeito do extrato aquoso na diferenciacdo de fibroblastos 3T3-L1 em
adipdcitos maduros, observa-se atraves dos dados na reducéo de absorbancia obtidas depois da
coloragéo com QOil-Red (Figura 15A), que o extrato aquoso de alecrim reduziu a diferenciagéo
de pré-adipocitos em adipocitos maduros, constatado através da menor presenca de goticulas
lipidicas, presentes apenas em adipocitos maduros, bem como a predominéncia de células com
morfologia alongada, caracteristica dos fibroblastos, no grupo tratado com 10ug/mL de EAA
(Figura 15B)
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Figura 15. Determinacdo da incorporacdo de lipidio intracelular em células 3T3-L1 diferenciadas em adipdcitos.
(A) O acimulo de lipidios foi detectado com coloragédo com Oil Red e quantificado pelo valor de absorbancia do
Oil Red extraido a 510 nm. (-) = auséncia; (+) = presenga. (B) Imagens obtidas por microscopio invertido (modelo
Primo Vert, Zeiss, Alemanha), lente 20x, da linhagem 3T3-L1 apds 7 dias sob processo de diferenciacdo na
presenca e auséncia do EAA, onde: (1) adipécito maduro com goticula lipidica preenchendo o citoplasma,
representa uma célula 3T3-L1 diferenciada; (2) célula com morfologia de fibroblasto, logo representa uma célula
3T3-L1 indiferenciada. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés ensaios independentes em
duplicata. *p<0,05 vs controle sem tratamento (adipdcito). ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.

5.4.3 Producdo de ERO

A producdo de espécies reativas também foi avaliada nas células 3T3-L1 ap6s 7 dias de
diferenciacéo, os resultados demonstraram uma reducéo significativa na producéo intracelular
de ERO nas células que receberam o EAA. O efeito foi observado em ambas as concentracdes

avaliadas, mas ndo manteve uma relacdo de dose dependéncia (Figura 16).
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Figura 16. Producdo intracelular de ERO, por células 3T3-L1 apds processo de diferenciacdo de 7 dias, na
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presenca ou auséncia de tratamento com EAA. Os resultados expressam a média + desvio padréo de trés ensaios

independentes em duplicata. **p<0,001 ou ****p<0,0001 vs controle adipdcito sem tratamento. ANOVA de

uma via seguido do teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar o efeito do extrato aquoso de alecrim (EAA) em cultura de
células HepG2 e 3T3-L1 mimetizando a condi¢do de obesidade associada ao quadro de
esteatose hepatica e investigando seus efeitos sobre essas culturas celulares e possiveis
repercussdes metabolicas. Sendo assim, 0 EAA atenuou o estresse oxidativo em células HepG2
expostas a uma condicdo hiperlipidica, bem como em células 3T3-L1 diferenciadas em
adipdcitos nas condicdes estudadas, além de interferir no processo de diferenciacdo de pré-
adipdcitos 3T3-L1, sugerindo uma possivel modulagéo no processo de adipogénese.

O potencial do alecrim tem sido explorado em diversos estudos, que mostraram que
este apresenta propriedades antioxidante (AFONSO et al., 2013; BAKIREL et al., 2008;
HEGAZY et al.,, 2018), anti-inflamatéria (PARK; MUN, 2014; TSAI et al., 2014),
hipolipemiante (AFONSO et al., 2013; HEGAZY et al., 2018), antiadipogénica (PARK;
SUNG, 2015) e seu potencial terapéutico no contexto da obesidade e suas comorbidades
(HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016).

Entretanto, a maioria dos trabalhos disponiveis na literatura avaliou extratos ricos em
compostos apolares, tais como o &cido carndsico e carnosol, bem como avaliaram o efeito
isolado desses compostos bioativos (IBARRA et al., 2011; PARK; SUNG, 2015; PARK; MUN,
2013; TONG et al., 2017; ZHAO et al., 2015). Diferentemente dos extratos mais apolares, o
extrato aquoso de alecrim apresenta majoritariamente em sua composi¢do fitoquimica, a
presenca do &cido rosmarinico e o flavonoide apigenina (SILVA et al., 2015).

No que diz respeito a composicdo fitoquimica do extrato, o presente trabalho reproduziu
os resultados encontrados por Silva e colaboradores (2015), uma vez que dentre 0s compostos
identificados através da CLAE, o &cido rosmarinico e a apigenina foram os principais
componentes do extrato aquoso de alecrim, além do acido elagico, um dimero formado a partir
da condensacéo do &cido gélico (SHAKERI; ZIRAK; SAHEBKAR, 2018).

Um pico ndo foi identificado (RT:26,829 min), e representa a presenga de um composto
mais polar que os anteriormente identificados, dentre os quais pode ser um dos componentes ja
mencionados ligados & uma molécula de agucar, por exemplo.

Em relagdo ao contetdo total de polifendis, os resultados encontrados no EAA foram
de 149,55 £ 0,37 e 110,92 + 0,59 mg/g de fendlicos e flavonoides totais, respectivamente. Um
estudo que avaliou o teor de fendlicos e flavonoides totais no extrato aquoso de algumas ervas,
dentre elas, o alecrim, encontrou resultados semelhantes ao presente estudo. O valor obtido para
fenolicos e flavonoides totais foram de 185 *+ 4,99 mg/g e 141 £+ 2,85 mg/g (CHEN; LIN;
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HSIEH, 2007). Estes resultados reforcam o papel do alecrim como uma fonte potencial de
compostos fenodlicos (HASSANI; SHIRANI; HOSSEINZADEH, 2016; SANCHEZ-
CAMARGO; HERRERO, 2017).

Sabe-se que fatores como temperatura, umidade relativa, luminosidade, sazonalidade,
estadio de desenvolvimento da planta, tipo de extracdo e outros, podem afetar
consideravelmente a quantidade e o tipo composto fendlico presente na espécie. Assim, é
comum encontrar variacdes no teor de compostos fendlicos e flavonoides dentro da mesma
espécie (JOHN; NATARAJAN; LUTHRIA, 2016).

O conteudo de &cido rosmarinico, por exemplo, variou entre 3,4 a 12,7 mg/100g de folha
seca em um estudo que avaliou a composicdo de 16 amostras de alecrim obtido no mesmo
periodo, mas em regides diferentes (MEZIANE-ASSAMI et al., 2013). Vale ressaltar que o
conteddo de &cido rosmarinico encontrado no presente estudo (24,4 mg/g) foi superior ao estudo
supracitado, uma vez que o maximo encontrado no estudo foi o valor correspondente a 12,7
mg/g de extrato seco.

A quantidade e o tipo de composto fendlico presente na amostra podem estar associados
a sua capacidade antioxidante. Assim, a presenca de grupos hidroxilas e ligagdes duplas no anel
aromatico desses compostos podem justificar a relacdo estrutura-atividade atribuida aos
mesmos (CRAFT et al., 2012). A atividade antioxidante in vitro pode ser determinada atraves
de diferentes métodos que avaliam mecanismos distintos, dentre eles, métodos de sequestro de
radicais organicos, como DPPH e ABTS, capacidade redutora (FRAP) e outros (ALVES et al.,
2010; CRAFT etal., 2012).

O método de DPPH, por exemplo, consiste em uma reagdo de oxidacgdo e reducdo entre
o radical DPPHe e o composto antioxidante. O elétron desemparelhado do nitrogénio presente
na molécula do DPPH se emparelha com o elétron viabilizado por um radical hidrogénio,
proveniente do composto antioxidante. Desse modo, observa-se a descoloragdo da solucdo de
DPPH, que antes de receber o atomo de hidrogénio do composto antioxidante, apresenta uma
coloragdo purpura. O mecanismo de agdo predominante nesse metodo é o de transferéncia de
atomo de hidrogénio (HAT) (BOROSKI et al., 2015; CRAFT et al., 2012).

A capacidade antioxidante pelo método de varredura do radical DPPH foi realizada
neste estudo, e os resultados encontrados mostram que o EAA apresenta atividade antioxidante
atraves da transferéncia de atomos de hidrogénio para o radical. O resultado foi observado em
todas as concentragdes, com destaque para as concentracfes de 80 e 100ug/mL, apresentando
percentual de varredura acima de 50%.
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Apesar dos testes antioxidantes in vitro muitas vezes ndo reproduzirem os resultados in
vivo, em funcdo principalmente do metabolismo e biodisponibilidade desses compostos
(HALLIWELL, 2003), tais analises funcionam como uma triagem que pode determinar se a
amostra interage com radicais livres e/ou ERO. Assim, foram realizadas as analises em cultura
de células HepG2 e 3T3-L1 para avaliar possiveis efeitos bioldgicos do EAA nas repercussées
metabolicas da obesidade.

O efeito isolado dos compostos encontrados no EAA sobre a obesidade e condi¢des de
estresse oxidativo e inflamacéo ja tem sido demonstrado na literatura (EBRAHIMI et al., 2019;
LU et al., 2019; RUI et al., 2017), assim, a presenca desses compostos no EAA pode refletir
nas atividades bioldgicas encontradas neste extrato.

Inicialmente, foi realizado o ensaio de viabilidade celular a fim de definir as doses do
EAA a serem trabalhadas nos ensaios posteriores. Na linhagem HepG2, o ensaio de MTT foi
realizado ap6s 24 horas de incubagdo na presenca e/ou auséncia do acido palmitico com o
objetivo de identificar possiveis interacfes entre extrato e esse acido graxo.

No que diz respeito aos resultados encontrados, foi observado que o extrato na presenca
ou auséncia do acido palmitico ndo alterou a viabilidade celular de células HepG2 em nenhuma
das concentracOes avaliadas, bem como o solvente utilizado apresentou efeito semelhante.
Esses achados mostram que o extrato ndo apresenta efeito citotoxico na linhagem HepG2 nas
condicdes avaliadas.

Cui e colaboradores (2012) avaliaram a viabilidade de um dos compostos do alecrim, o
carnosol (0-40uM), e também ndo observaram efeito citotoxico desse composto em células
HepG2 (CUI et al., 2012). No entanto, um outro estudo que avaliou a combinacdo de um
extrato rico em carnosol (12,4%) e acido carnosico (23,2%) sob a viabilidade celular de células
HepG2, demonstrou efeito citotoxico a partir da dose de 20pug/mL (TONG et al., 2017).
Diferentemente deste estudo, 0 EAA ndo comprometeu a viabilidade celular de células HepG2
por apresentar outros componentes majoritarios.

Vale ressaltar que o uso de um solvente que ndo altere o metabolismo celular é de
extrema importancia para a interpretacdo dos resultados in vitro. Em um estudo que avaliou trés
solventes organicos (DMSO, etanol e B-ciclodextrina) em 5 linhagens celulares, os solventes
apresentaram diferentes efeitos imunomoduladores a depender da dose e da linhagem celular
utilizada, constatando que esses efeitos devem ser cuidadosamente avaliados, mesmo quando o
solvente estiver presente em baixas concentragdes (TIMM et al., 2013).

O ensaio de viabilidade celular também foi realizado na linhagem de células 3T3-L1,

contudo, estas passaram por um periodo de incubacdo de 48 horas. Tal procedimento foi
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realizado visando mimetizar as condi¢fes na qual as células 3T3-L1 foram expostas durante o
estimulo a diferenciacdo em adipdcitos na presenca ou auséncia do EAA.

Todas as concentracbes de EAA avaliadas reduziram de forma significativa a
viabilidade celular quando comparada ao controle, sugerindo que o EAA afetou a viabilidade
das células 3T3-L1, sendo que a dose de S5ug/mL a Unica que ndo apresentou efeito citotoxico,
pois de acordo com a Organizagdo Internacional de Padronizagdo 10993-5 (I1SO), a amostra so
apresenta potencial citotoxico quando a viabilidade é menor que 70% comparado ao controle
(ISO, 2009). No entanto, é importante salientar que o ensaio de viabilidade celular ndo foi
realizado na presenca do coquetel de diferenciacéo, o que pode ser uma limitacéo nesse estudo,
uma vez que a interacdo entre coquetel e EAA podem alterar as condi¢fes do meio e
consequentemente, a viabilidade celular.

Como mencionado anteriormente, o solvente utilizado no extrato ndo deve interferir na
viabilidade celular. No entanto, no tratamento com as células 3T3-L1, o DMSO apresentou
efeitos semelhantes ao tratamento com EAA, sugerindo que o solvente utilizado contribuiu para
a reducado significativa da viabilidade celular encontrada nesse estudo.

O DMSO, apesar de ser um solvente bastante utilizado em ensaios de cultura celular,
apresenta grande potencial citotoxico a depender da concentracdo e linhagem celular utilizada.
Um estudo que avaliou o efeito do DMSO em diferentes concentracdes em células 3T3-L1
mostraram que percentuais deste solvente acima de 1% causam alteracdo na viabilidade celular
guando comparado ao controle, bem como, um efeito citotoxico (viabilidade <70%) desse
solvente na linhagem celular 3T3-L1 foi observado quando utilizado percentual > 10%
(DLUDLA et al., 2018).

Vale ressaltar que no presente estudo, a maior dose do EAA (2000ug/mL) ndo
ultrapassou a concentragéo de 3,3% de DMSO (v/v), de modo que na menor dose do EAA o
percentual de DMSO presente foi inferior a 0,1%. Contudo, por alterar a viabilidade de forma
semelhante aos resultados encontrados com 0 EAA, sugere-se que nesse estudo a presenca do
DMSO influenciou na viabilidade celular de células 3T3-L1.

Além do possivel efeito do DMSO, a reducéo significativa da viabilidade celular em
fibroblastos 3T3-L1 expostas ao tratamento com EAA, pode estar relacionada a um efeito
sinérgico entre o DMSO e o flavonoide apigenina, um dos componentes majoritarios
identificados no EAA.

A apigenina tem sido associada & redugdo de viabilidade e proliferacdo celular em
fibroblastos provenientes de diferentes tecidos. Estudos mostram reducdo no percentual de

viabilidade celular a partir da dose de 10uM de apigenina. Dentre 0s mecanismos de agéo
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destacados, estéo a regulacéo do fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e o bloqueio
da progresséo do ciclo celular dos fibroblastos da fase G1 para fase S (JIAO et al., 2019; WANG
etal., 2019).

Ademais, um estudo realizado com um flavonoide do mesmo subgrupo da apigenina, a
7,8-di-hidroxifavona (7,8-DHF), mostrou efeito citotdxico desse fendlico em células 3T3-L1
tratadas com doses acima de 50uM. A citotoxicidade observada foi atribuida a acdo da 7,8-
DHF em ativar fatores pro-apoptoticos, como proteinas da familia das caspases, sugerindo que
esse flavonoide reduziu o nimero de células adiposas no tecido adiposo, inibindo a proliferacdo
das células pré-adipdcitas (CHOI et al., 2016). Esses achados, em parte, podem justificar o
efeito citotoxico do EAA em fibroblastos 3T3-L1, encontrado no presente estudo. No entanto,
seria necessario a realizacdo de testes complementares para sustentar essas hipoteses.

Uma vez considerada a viabilidade das células HepG2 e 3T3-L1 na presenca do
tratamento com EAA, foram selecionadas as doses para avaliagdo do efeito do extrato na
producdo de espécies reativas e incorporacao de lipidios nessas células, buscando mimetizar as
condicdes encontradas na obesidade e suas repercussdes em tecidos alvos, como o figado e
tecido adiposo.

Sabe-se que a obesidade e suas alteragdes metabolicas, como a resisténcia a insulina,
tornam o tecido adiposo extremamente lipolitico, o que leva ao aumento de acidos graxos livres
circulantes com posterior captacao pelos hepatocitos. O excesso de lipidios no tecido hepéatico
acarreta na disfuncdo mitocondrial, ativacdo de vias de estresse oxidativo e inflamagdo que
contribuem para a progressdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcéolica DHGNA (MILIC;
LULIC; STIMAC, 2014).

O é&cido palmitico (16:0) é o acido graxo livre mais liberado pelo tecido adiposo e o
mais presente na dieta, cujas principais fontes alimentares sdo a gordura animal, como carnes,
queijos, leite e derivados, bem como o 6leo de palma (CALDAS et al., 2019). Estudos anteriores
mostram que o &cido palmitico induz o aumento do acumulo de lipidios concomitante a reducéo
da lipélise em células HepG2, bem como aumento da producdo de ERO e lipotoxicidade (HU
etal., 2018; ZHAO et al., 2017).

Por essa razdo, o acido palmitico foi utilizado neste estudo para induzir o aumento da
incorporagéo de lipidios, bem como a maior geragdo de ERO em hepatocitos. As células foram
expostas a dose de 0,2mM de &cido palmitico, na presenga ou auséncia do EAA. A dose
utilizada foi baseada em estudos prévios que observaram que doses de acido palmitico de até
250uM aumentavam a incorporagdo de lipidios em hepatdcitos sem apresentar citotoxicidade
(IZDEBSKA et al., 2017; ZHAO et al., 2017).
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Entretanto, a dose do &cido palmitico (0,2mM) utilizada no presente estudo, ndo
aumentou a producdo de ERO, sugerindo-se que a dose ndo foi suficiente para alterar de forma
estatistica o estado redox da célula na presenca do &cido palmitico. Outra possibilidade para
estes achados pode estar associada a condicdo da prépria célula. O processo de cultivo celular,
mesmo em condic¢des adequadas, pode impor estresse oxidativo celular, favorecendo a geracéo
de ERO e impedindo a regulagéo adaptativa por meio dos antioxidantes celulares. Este efeito
pode ser resultado do nimero de replicacfes a qual as células foram submetidas, por exemplo
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Embora ndo tenha sido observado um amento na produc¢éo de ERO pelas células HepG2
expostas ao &cido palmitico, a presenca do EAA nestas células alterou o estado redox celular
guando comparado as células expostas apenas ao acido palmitico, o que indica uma atividade
antioxidante desse extrato em cultura de hepatocitos. Essa atividade pode estar relacionada a
mecanismos de acdo antioxidante direta, com os polifen6is do EAA varrendo as ERO, como
foi observado no teste antioxidante in vitro pelo método de DPPH, ou por mecanismo indireto,
modulando vias de defesas antioxidantes enddgenas, como a do Nrf2, observado em estudos
anteriores (FENG et al., 2017; TONG et al., 2017).

A via de sinalizacdo do Nrf2 é sensivel a sinalizacdo redox e pode regular
aproximadamente 1 a 10% dos genes humanos (TKACHEV; MENSHCHIKOVA; ZENKOQV,
2011). Esse complexo, uma vez ativado, regula a expressdo de genes envolvidos na resposta
antioxidante enddgena, tais como as enzimas SOD, catalase (CAT), glutationa peroxidasee
(GPX) e glutationa redutase (GR), contribuindo para o equilibrio no estado redox
(CARBONARI, 2005; HASSIMOTO & LAJOLO, 2017).

No estudo de Tong e colaboradores (2017), o extrato de alecrim, rico em acido carnésico
(23,2%) e carnosol (12,4%) na dose de 50pg/mL, bem como esses compostos isolados, nas
doses de 100uM foram eficazes em aumentar a quantidade da proteina Nrf2 em células HepG2,
sugerindo ativacdo dessa proteina por esses compostos. No entanto, o presente estudo avaliou
o efeito do EAA, cuja composicdo de polifendis é diferenciada, destacando-se o acido
rosmarinico, a apigenina e o acido elagico, aos quais podem ser atribuido 0 mesmo mecanismo
de acdo dos compostos descritos acima.

Estudo anterior mostrou que a apigenina foi eficaz em modular positivamente a via
Keapl-Nrf2-ARE tanto in vivo quanto na cultura de celulas Hepal-6 submetidas a um modelo
de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). O mecanismo que envolveu essa

modulacéo foi a transloca¢do aumentada de Nrf2 do citoplasma para o nucleo, que culminou
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em uma melhor resposta antioxidante enddgena, demonstrada pelo aumento da expressdo de
genes de enzimas da fase I, tais como: Nqol, Gclc, Gstm1, Gsta2 e Gsta4 (FENG et al., 2017).

Outro estudo avaliou o acido elagico em modelo de estresse mediado por excesso de
glicose em células HepG2. Dentre os resultados encontrados, destacam-se a reducdo da
producédo de ERO, produtos de peroxidacdo lipidica, como o malonaldeido (MDA), e aumento
da atividade enzima superéxido desmutase (SOD) , nas doses de 15 e 30uM. Tais resultados
foram associados a reducdo dos niveis da proteina Keap-1 e aumento dos niveis proteicos de
Nrf2, sugerindo que o acido eladgico modulou positivamente essa via (DING et al., 2019a).

O &cido rosmarinico, 0 composto presente em maior quantidade no EAA desse estudo,
foi avaliado por Ding e colaboradores (2019) em hepatocitos humano L02 expostos ao perdxido
de hidrogénio (H202) (400uM). Os resultados demonstraram redugao significativa na producao
de espécies reativas em celulas expostas ao H>O: e tratadas com acido rosmarinico (5pug/ml)
efeitos atribuidos também a regulagdo da via do Nrf2 (DING et al., 2019b).

Contudo, apesar do EAA ter reduzido geracdo de ERO em células HepG2, o estresse
oxidativo ndo foi associado ao aumento de lipidios nessas células, bem como o EAA néo
demonstrou efeito em modular o metabolismo lipidico, nas condic@es avaliadas, mostrando que
0 EAA ndo reduz a incorporacéo de lipidios em cultura de células HepG2, nestas condi¢des.

Nesse contexto, um estudo que avaliou o extrato aquoso de amora (na sua forma digerida
e ndo digerida), observou que os extratos avaliados aumentaram a incorporacgdo de lipidios em
células HepG2 tratadas com 0,4mM de acido palmitico, ao passo em que reduziram a producéo
de ERO. Os autores justificaram que esse aumento na sintese de TAG foi uma resposta
adaptativa precoce ao aumento da carga lipidica, funcionando como um mecanismo protetor
para combater a sobrecarga de &cidos graxos livres, e que ainda é controverso que o acimulo
de TAG induzido por &cido palmitico esteja relacionado a lipotoxicidade (HU et al., 2018).

Assim, apesar do acido palmitico estar associado ao aumento de TAG e consequente
producdo de ERO, esse efeito pode ndo ter relacdo com o aumento da beta oxidagdo, por
exemplo. Uma vez que foi observado em células de hepatoma (H411EC3) que a geracdo de ERO
independe deste processo (LEAMY et al., 2013). Assim, sabe-se que alguns polifendis tém sido
associados ao aumento da beta oxidacdo (RUPASINGHE et al., 2016), o que pode justificar
que alguns compostos fenolicos atuem aumentando a captacao de lipidios hepatica ao invés de
atuar na sua reducdo. Esse processo € um mecanismo de adaptacdo que acarreta 0 aumento da
beta oxidacdo desses acidos graxos de modo a reduzir a adiposidade. No entanto, esses dados

ainda sdo controversos e necessitam de maior investigagéo.
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E importante salientar que vias de reducio do estresse oxidativo também podem ser
moduladas em adipdcitos, como avaliado em um estudo com &cido carndsico e carnosol, que
demonstrou que ambos compostos fenolicos provenientes do alecrim, podem modular a via do
Nrf2, aumentado a protecdo antioxidante endogena e reduzindo o estresse oxidativo em células
3T3-L1 (TAKAHASHI et al., 2009).

A reducéo na producdo de ERO foi observada também nos adipdcitos expostos ao
tratamento com EAA. Esse resultado pode estar associado aos dados obtidos através da
coloracdo de células 3T3-L1 com Qil-Red, haja vista que a diferenciacao de pré-adipocitos 3T3-
L1 em adip6citos maduros leva ao maior acumulo de goticulas lipidicas, e este processo €
dependente do estresse oxidativo (FURUKAWA et al., 2004). No entanto, esses resultados
também podem estar relacionados a um menor nimero de células encontrados nas doses de 5 e
10pg/mL, apesar de ser observado fibroblastos aderidos e ndo diferenciados nas doses tratadas,
sugerindo que o EAA pode regular a adipogénese por vias de reducéo de estresse oxidativo.

O mecanismo de acdo mediado pelas ERO pode estar envolvido com a ativacéo de
proteinas MAPK e regulacéo de fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese, tal como o
PPAR-y (BOST et al., 2005; LEE et al., 2009).

Estudo com componentes extraidos do alecrim também encontraram efeitos
antiadipogénicos, mostrando que o carnosol e acido canésico inibiram a adipogénese em cultura
de células 3T3-L1. O &cido carndsico teve destaque por apresentar esse efeito em baixa
concentragdo (0,86uM). Os resultados encontrados foram atribuidos a atividade antioxidante,
uma vez que o &cido carndsico aumentou a expressdo de enzimas de fase 2 e consequentemente
o conteudo intracelular de GSH (TAKAHASHI et al., 2009).

O extrato acetbnico de alecrim, rico em &cido carnésico, também reduziu a diferenciagéo
de pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipdcitos maduros na dose de 20ug/mL, bem como inibiu
completamente esse processo na dose de 30pug/mL. O efeito antiadipogénico observado foi
maior no primeiro dia de estimulo com o coquetel de diferenciacdo, mostrando que 0s
compostos do alecrim podem atuar nas primeiras 24 horas de adipogénese regulando genes
como o PPAR-y (GAYA et al., 2013).

Nos Ultimos anos, o processo de adipogénese tem sido designado como um processo
critico no que diz respeito ao aumento do tecido adiposo. Os adipdcitos sdo células que tém
papel significativo na liberacdo de citocinas inflamatdrias e quimiocinas. A expansao dessas
células, seja por hipertrofia ou hiperplasia, acarreta no aumento da liberacéo de citocinas e ERO
a nivel sistémico, levando a alteragdes metabodlicas em outros tecidos (RUIZ-OJEDA et al.,
2016; TAKAHASHI et al., 2009).
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Adipdcitos maduros produzem niveis elevados de ERO quando comparados com outros
tecidos, incluindo figado, masculo esquelético e aorta. Neste sentido, na obesidade, os
adipdcitos sdo uma importante fonte de ERO, que por sua vez podem estar acelerando o
processo de adipogénese em células adjacentes, tais como os fibroblastos. Assim, torna-se um
ciclo vicioso onde o processo de hipertrofia dos adipocitos aumenta o processo de hiperplasia
local (LEE et al., 2009). Portanto, compostos que possam regular o processo de adipogénese
podem ser Uteis no tratamento da obesidade.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que o EAA modulou o estresse
oxidativo em células HepG2 e 3T3-L1, sendo que nesta ultima, o acimulo de lipidios associado
ao processo de adipogénese, que também foi reduzido.
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7 CONCLUSAO

Os principais achados deste estudo demonstram que o EAA é uma fonte de compostos
fenolicos, cujos principais componentes identificados incluem os acidos fenolicos: acido
rosmarinico e acido elagico, e o flavonoide apigenina. A presenca destes compostos resultou
em uma atividade antioxidante in vitro observado também em cultura celular. O EAA alterou
0 estado redox de células HepG2 e 3T3-L1, mesmo na presenca de um acido graxo saturado,
como o palmitico, bem como interferiu na diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 em
adipdcitos maduros, observada por meio da menor deposicdo de goticulas lipidicas nestas
celulas. Essa atividade deve estar associada & menor disponibilidade de ERO necessérias para
ativacdo de vias de adipogénese. Contudo, a reducdo de estresse oxidativo em células HepG2
ndo foi acompanhada pela reducdo na incorporacdo de lipidios. Sugere-se, portanto outras
condicdes envolvidas, tais como as doses do EAA avaliadas, o tipo de extracdo utilizada ou a

participagdo de outros mecanismos bioldgicos.
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8 PERSPECTIVAS

e Contribuir para o desenvolvimento de novos trabalhos nessa area;

e Gerar avanco da pesquisa basica para pesquisa em seres humanos, buscando avaliar 0s
potenciais do alecrim como uma erva a ser aplicada na fitoterapia ou como possivel
nutracéutico a ser utilizado como tratamento complementar na obesidade e doengas

relacionadas.
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