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RESUMO GERAL

A ingestao de muitas frutas convencionais, exéticas e nativas estd associada com a
reducdo do risco de doencgas crbnicas ndo transmissiveis e até mesmo o cancer. Neste
contexto, o presente trabalho tem como proposta estudar atividades biolégicas bem como
identificar e quantificar os compostos fendlicos das frutas do Cerrado brasileiro, Guapeva
(Pouteria cf. guardneriana Radlk.), Murici (Byrsonima verbascifolia Rich.) e Gabiroba
(Compomanesia cambessedeana O. Berg.). Além dos compostos fendlicos, foram
investigadas as atividades antioxidante, antiinflamatéria, antimutagéncia, antigenotoxica,
antiproliferativa e citotoxica. Os compostos fendlicos foram extraidos com etanol 95% e
com agua. Os fendlicos lipofilicos foram extraidos, a partir da fruta, com hexano. A
quantificagao dos compostos fendlicos foi realizada e os extratos etandlicos apresentaram
melhores resultados quando comparados com os aquosos. O extrato etandlico da
Gabiroba concentracio de fendlicos de 4610,46 mg Acido Galico/100g fruta fresca, sendo
superior a todos os outros extratos. Também foi realizada a quantificagao dos flavondides
totais, mas apenas para os extratos etandlicos, e a semente da Guapeva apresentou o
resultado mais relevante, no valor de 2915,62 mg Catequina/100g fruta fresca. Os
extratos do Cerrados foram avaliados quanto a capacidade antioxidante in vitro através
dos métodos 2,2- Diphenyl — 1- picrylhydrazil (DPPH), Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC), Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) e Peroxyl Radical
cavenging Capacity (PSC). Os resultados do teste DPPH foram expostos de duas formas
diferentes, como equivalentes de Trolox onde o extrato etandlico da casca da Guapeva
destacou-se por apresentar maior potencial antioxidante nos 3 tempos analisados (30, 60

e 90 minutos) e também como ICsy, onde o extrato etandlico da Gabiroba apresentou
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melhor resultado no valor de 11,10 ug/mL de fruta fresca. Para o teste TEAC os extratos
etandlicos da casca da Guapeva e a Gabiroba apresentaram maior potencial antioxidante,
com resultados de 1543,53 e 1014,25 uyM Trolox Equivalentes/100g fruta fresca,
respectivamente. Ja para os ensaios ORAC e PSC o extrato etandlico da Gabiroba
apresentou maior atividade, com resultados de 43780,00 uM TE/100g de fruta e 2342,52
MM Vitamina C/100 g fruta fresca, respectivamente. A identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos presentes nos extratos foram realizadas por Cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Foram identificados Acido ferrulico, Resveratrol, Etil galato, Catequina,
Propil galato e Epicatequina. Ratos foram tratados com os extratos de frutas e o plasma
foi coletado 30, 60 e 90 minutos apds a gavagem para analise pelos métodos ORAC,
TEAC e fendis totais. O extrato de casca da Guapeva apresentou maior concentragao de
fendis totais apds trinta minutos da ingestdo e o Murici apds 1 hora. Através da analise
TEAC, todos os extratos apresentaram maior atividade antioxidante no tempo de 30
minutos quando comparado com os demais tempos. No ensaio ORAC todos os extratos
apresentaram maior potencial nos periodos de 30 e 60 minutos. A identificacdo dos
compostos fendlicos no plasma foi determinada por Espectrometria de Massas, sendo
que apenas a Catequina foi identificada no grupo que foi tratado com Gabiroba. O
potencial antimutagénico/mutagénico foi determinado pelo teste in vivo de Micronucleos.
Todos os extratos mostraram-se antimutagénicos e nao mutagénicos. O extrato com
maior efeito protetor contra a droga Ciclofosfamida foi o Murici 400 mg extrato/kg P.C.
com efeito redutor de 97,71%. A avaliacdo do efeito antiinflamatério foi realizada pelo
teste de Edema de pata, induzido por Carragenina e todos os extratos apresentaram agao
antiinflamatéria. Também verificou-se que a partir da segunda hora apds a injecdo da
Carragenina, o efeito antiinflamatério apresentado por todos extratos, aumentou. O efeito

antigenotoéxico foi avaliado pelo ensaio Cometa in vivo. Todos os extratos avaliados n&o
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danificaram o DNA e os que apresentaram maior protegdo contra dano/lesdo no DNA
foram a polpa, casca e semente da Guapeva na concentragao de 200 mg extrato/kg P.C.
e o Murici na concentracdo de 400 mg extrato/kg P.C. Oito linhagens tumorais humanas
foram utilizadas na determinagao do potencial antiproliferativo, apenas a Guapeva casca,
polpa e o Murici apresentaram inicio de efeito citostatico. A atividade citotoxica e
antiproliferativa foi avaliada em hepatocarcinoma humano (HepG;), a semente da fruta
Guapeva apresentou citotoxicidade, e a casca e polpa da fruta Guapeva, assim como a
Gabiroba se destacaram no potencial antiproliferativo com valores de 11,75; 12,57 e 8,35
mg/mL. O potencial antioxidante celular foi avaliado e a casca da fruta Guapeva
apresentou maior atividade, no valor de 99,91 ymol Quercetina/100g fruta de fresca. De
acordo com nosso conhecimento, este foi o estudo mais aprofundado sobre as
propriedades biolégicas das frutas do Cerrado, e que possivelmente possibilitara a

utilizacao destes como alimento funcional.
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ABSTRACT

There is an association between the conventional intake of many fruits (exotic native
species) with reduced risk of chronic diseases and even cancer. In this context, this work
aims to study the biological activities, identify and quantify the phenolic compounds of
Cerrado’s fruits, the Guapeva (Pouteria cf. Guardneriana Radlk), Murici (verbascifolia
Byrsonima Rich) and Gabiroba (Compomanesia cambessedeana O. Berg). In addition, we
investigated the antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic, antigenotoxic,
antiproliferative and cytotoxic properties of these fruits. Phenolic compounds were
extracted with 95% ethanol and water. The lipophilic phenolics were extracted from the
fruit with hexane. The quantification of phenolic compounds was performed and the
ethanol extracts presented better results when compared with aqueous extracts. The
Gabiroba extract showed the total phenolic concentration of 4610.46 mg Gallic acid/100g
fresh fruit, higher than all other analyzed extracts. Total flavonoids were also quantified,
but only the ethanol extracts were used. The seed of the Guapeva presented the most
relevant results, amounting to 2915.62 mg Catechin /100g fresh fruit. The Cerrado’s
extracts were evaluated for antioxidant capacity in vitro using the methods 2,2- Diphenyl —
1- picrylhydrazil (DPPH), Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC) e Peroxyl Radical cavenging Capacity (PSC). The DPPH
test results were presented in two different ways, one as Trolox equivalents, in which the
ethanol extract of the peel of the Guapeva resulted in the highest antioxidant potential for
the three analyzed times (30, 60 and 90 minutes) and the other way as ECs, in which it
was observed that the ethanol extract of Gabiroba had the best result with a value of 11.10

pg/mL of fresh fruit. From the TEAC test, ethanol extracts of the peel of Guapeva and
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Gabiroba showed higher antioxidant potential, the results were 1543.53 and 1014.25 uM
Trolox Equivalents/100g of fresh fruit, respectively. For the ORAC and PSC tests, the
ethanol extract of the Gabiroba presented the highest activity, with results of 43,780.00 uM
TE/100g of fresh fruit and 2342.52 pM Vitamin C/100g of fresh fruit, respectively. The
identification and quantification of phenolic compounds in the extracts were performed by
high performance liquid chromatography. The following standards were identified: Ferrulic
acid, resveratrol, ethyl gallate, catechin, Propyl gallate, and epicatechin. Rats were treated
with the extract of fruits and plasma was collected 30, 60 and 90 min after gavage for
analysis by the methods ORAC, TEAC and Total phenolics. The peel of the Guapeva
extract showed the highest concentration of phenolics thirty minutes after treatment and
the Murici presented the highest concentration after 1 hour of ingestion. For the TEAC test,
all extracts showed higher antioxidant activity at 30 minutes compared to the other
analyzed periods. For the ORAC assay, all the extracts had the greatest potential in
periods between 30 and 60 minutes. The identification of phenolic compounds in plasma
was determined by mass spectrometry, and only the Catechin was identified in the group
of animals that received the Gabiroba extract. The antimutagenic / mutagenic test was
determined by in vivo micronucleus test. None of the extracts show mutagenic properties.
The extract with the greatest protective effect against Cyclophosphamide drug was the
Murici at 400 mg extract / kg body weight, presenting reduction effect of 97.71%. The
evaluation of anti-inflammatory effect was accomplished by testing the paw edema
induced by the Carrageenan drug and it was observed that all extracts showed anti-
inflammatory properties. It was also found that from the second hour after injection of
Carrageenan, all extracts presented an increase of anti-inflammatory effects. The
antigenotoxic effect was evaluated by Comet assay in vivo. All the extracts evaluated did

not induce DNA damage, the extracts that provided greater protection against DNA
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damage were the pulp, peel and seed of Guapeva at 200 mg extract/kg body weight and
Murici at 400 mg extract/kg body. Eight human tumor cell lines were used to determine the
potential antiproliferative effects of the fruits, however just the peel, pulp of Guapeva and
Murici showed cytostatic effects. The antiproliferative and cytotoxicity activities were
evaluated in human hepatocellular carcinoma cells (HepG.). The seeds of Guapeva
presented cytotoxicity, and the peel and pulp of Guapeva, and Gabiroba showed the
highest antiproliferative potential with values of 11.75, 12.57 and 8.35 mg/mL, respectively.
The cellular antioxidant potential was tested and the peel of the Guapeva showed the
highest activity, amounting to 99.91 pmol Quercetin/100g fresh fruit. This study furthers the
investigation of the biological properties of the fruits of the Cerrado, and possibly allow the

use of these as functional food.

28



1 INTRODUGAO

O crescente interesse no consumo de frutas e hortalicas deve-se principalmente
pelos beneficios trazidos ao organismo. Sendo assim, o Brasil, por apresentar grande
biodiversidade, adquire extrema importancia neste contexto (FUNARI & FERRO, 2005).

Dentre os biomas encontramos o Cerrado, que é o segundo maior bioma da
América do Sul, perdendo em tamanho somente para a floresta Amazdnica. O Cerrado é
a mais diversificada savana tropical do mundo (KLINK & MACHADO, 2005), ocupando
25% do Brasil e é também o mais brasileiro dos biomas sulamericanos, pois, excetuando
algumas pequenas areas na Bolivia e no Paraguai, esta totalmente inserido no territério
Nacional (PROENCA et al., 2000). Nos ultimos 30 anos, a progressiva mecanizagao da
lavoura e a facilidade de limpar e adubar a terra tem contribuindo para uma devastagao
acelerada de vegetacdo nativa e estima-se que cerca de 40% do bioma ja tenha sido
desmatado (RATTER et al., 1997).

O bioma Cerrado possui uma diversidade grande de frutos importantes na
sustentabilidade da regido. Com esta enorme biodiversidade criou-se na regido do
Cerrado, uma tradicdo de usos, em diferentes formas, dos recursos vegetais. Detacam-se
pela importancia na regido, as espécies alimenticias, medicinais, madeireiras, tintoriais,
ornamentais, além de outros usos. Das espécies com potencial de utilizagdo agricola, na
regidao do Cerrado, destacam-se as frutiferas. Sdo algumas dezenas de espécies de
diferentes familias que produzem frutos comestiveis, com formas variadas, cores atrativas

e sabor caracteristico (RODRIGUEZ, 2001).
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Muitos frutos das plantas nativas do cerrado, provenientes de atividade extrativista
e muitas vezes predatoéria, sdo comercializados e consumidos in natura ou beneficiados
por industrias caseiras na forma de sorvetes, sucos, licores, geléias com grande aceitacéo
popular. A maioria desses frutos possui elevados teores de agucar, proteina, vitaminas e
sais minerais, além de sabor muito caracteristico. Muitos dos frutos do pais ainda sao
desconhecidos ou pouco utilizados (SILVA et al., 1994).

O beneficio vindo de frutas e verduras, ricos em antioxidantes, pode ser atribuido a
presenca de ingredientes especificos como vitaminas, fibras, minerais e aos fitoquimicos
e estes estdo intimamente relacionados com a reducao no risco de incidéncia de doencas
cardiovasculares e outras doencas crénicas (BRAVO, 1998; VASCO et al., 2008).

Dentre esses, os compostos fendlicos compdéem um grupo heterogéneo de
moléculas que atuam como antioxidantes ndo somente por sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também devido aos radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidagdo de moléculas no organismo, além de varios ingredientes de
alimentos, particularmente acidos graxos (SOARES, 2002). Os compostos fendlicos, além
de proporcionar atividade antioxidante tém demonstrado importante atividade in vivo e
podem ser benéficos no controle de diversas doencas relacionadas a formacgao excessiva
de radicais livres que excedem a capacidade de defesa antioxidante do corpo humano
como aterosclerose, cataratas e cancer (OFFORD et al., 1997).

Ha varias classes de compostos fendlicos naturalmente presentes em alimentos.
Entre essas, os flavondides formam o grupo de maior importancia. Entre as possiveis
acbes dos flavondides no organismo humano destacam-se a inibicdo da proliferacdo de
células cancerigenas e efeitos antiinflamatorios e antiateroscleréticos. Agem como
sequestrantes de anions superdxido e outros compostos reativos, formando compostos

menos reativos (CAMPOS et al., 2008).
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A ingestao insuficiente de compostos bioativos constitui componente de risco para
as doencas crbénicas nao transmissiveis. Estes compostos interferem em alvos fisiolégicos
especificos, modulando a defesa antioxidante, defesa frente a processos inflamatérios e
mutagénicos, os quais estao relacionados a varias doengas e nao ha duvida de que sejam
essenciais para a manutencao da saude (BRAVO, 1998; OLIVEIRA & BASTOS, 2011).

Assim, recomendacgdes para o consumo de uma alimentacao rica em substancias
antioxidantes, equilibrada em acucares de alto e baixo indice glicémico, em gorduras
saturadas, mono e poliinsaturadas, e de uma crescente ingestao de frutas e verduras nao
parecem ser prejudiciais e podem ter beneficios tanto na reduc¢do do risco, quanto no
tratamento de diversas doencas (LIMA et al., 2007).

Embora nem todos os antioxidantes estejam listados em farmacopéias, varias
pesquisas sao feitas sobre estes compostos para que seja comprovada a agao
farmacologica dos mesmos. No momento, constituintes ativos dos antioxidantes
presentes em fontes vegetais tém sido extraidos, purificados e testados quanto ao seu
potencial (PELLEGRINI et al., 2000).

Com vistas a fomentar informacgdes para a aplicagdo nos diversos seguimentos da
industria alimenticia e farmacéutica, o presente trabalho visa identificar e quantificar os
compostos fendlicos presentes nas frutas Gabiroba, Guapeva e Murici, provenientes do
bioma Cerrado brasileiro, bem como a determinagdo de atividades biolégicas como a
antioxidante, anticancer, antiinflamatéria, antimutagéncia, antigenotoxica foram avaliadas
procurando caracterizar de forma completa estes trés frutos selecionados a fim de que
eles possam ser utilizados como alimento funcional, cosméticos e em industrias

farmacéuticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio, essencial a vida do organismo aerdbico, é imprescindivel no processo
de respiracdo celular nas mitocondrias, pois participa como aceptor final de elétrons
(TODA & SHIRATAKI, 1998). Contudo, o oxigénio € uma fonte oxidante, tornando-se
impossivel impedir oxidagbes secundarias, ndo envolvidas no metabolismo fisiolégico e
que podem ter consequéncias graves se seus produtos ndao forem neutralizados por um
sistema antioxidante eficiente. A oxidacdo é um fendmeno metabdlico espontineo e
inevitavel para a atividade das células no corpo humano (INSERRA et al., 1997).

Embora o organismo tenha capacidade de prevenir reagdes indesejaveis e de
reparar moléculas e tecidos danificados, estes mecanismos de defesa nao séao
suficientemente abrangentes para prevenir e reparar os danos causados por todas as
reacdes indesejaveis, ocorrendo entdo o acumulo dos produtos destas reagbes, que se
tornara prejudicial ao fim de certo periodo de tempo (INSERRA et al., 1997).

Quando ha um desequilibrio entre os fatores pré-oxidantes (como inflamacgao,
exposicao a certos agentes quimicos, radiagdo, luz ultravioleta, alcool, fumar cigarro, ar
poluido, dieta rica em gordura, entre outros) e antioxidantes (vitamina E, vitamina C, -
caroteno, glutationa peroxidase, catalase, glutationa, superéxido dismutase, acido uUrico)
ocorre um processo chamado Extresse Oxidativo. Este pode conduzir a um metabolismo
anormal, perda de fungdes fisioldgicas, doencas, e inclusive, a morte (INSERRA et al.,

1997; COSTA & ROSA, 2010).
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Todos os organismos vivos estdo expostos a agdo de radicais livres, que sao
espécies que possuem pelo menos um elétron desemparelhado, sendo bastante instaveis
e promovendo transferéncias eletrénicas rapidas. Consequientemente, um radical livre
inicia o processo destrutivo ao remover elétrons de compostos estaveis gerando assim
varias espécies reativas de oxigénio (ROS).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sdo continuamente
produzidas no organismo humano e, em concentragbes fisioldgicas, desempenham
funcdes essenciais relacionadas com a sinalizagdo do ciclo celular, a defesa imunoldgica
e a biologia reprodutiva (COSTA & ROSA, 2010).

Ao mesmo tempo, os radicais livres causam danos nos compostos celulares, como
lipideos, proteinas e &cidos nucléicos resultando em degradacdo acelerada. Nas
proteinas, a oxidacdo conduz a perda de funcdo e/ou a degradagdo prematura nos
proteossomas. A oxidacdo dos lipideos presentes nas membranas celulares altera as
propriedades fisicas e, conseqlientemente, a fungdo. E no DNA o processo oxidativo pode
conduzir a mutagdes génicas, a sintese protéica anormal, a alteragcdo na expressao
génica, a apoptose e a morte celular (Figura 1) (PRINCEN et al., 1992; TODA &
SHIRATAKI, 1998).

O acumulo irreparavel de produtos danificados parece estar relacionado a genes
de mais de 100 doengas humanas, principalmente aquelas associadas ao
envelhecimento, como diabetes, cardiomiopatias, cancer, doenca de Alzheimer e catarata
(KOLEVA et al., 2002). O aumento das ERO e das ERN predispde ao rompimento da
homeostase do tecido. Por conseguinte, instala-se o processo da doenga, e o0s
mecanismos patoldgicos, tais como lesdes teciduais, traumatismo, toxinas, isquemia,

intensificando as lesdes celulares (COSTA & ROSA, 2010).
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2.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes s&do substancias que, presentes em pequenas concentragdes, em
comparacgado ao substrato oxidavel, neutralizam os radicais livres e previnem os danos
causados por eles. Estas substancias podem reduzir os danos adversos, desintegrando
0s oxidantes antes que estes reajam com os alvos biologicos, impedindo assim as
reacdes em cadeia ou a ativacdo do oxigénio a produtos altamente reativos (AZZI &
DAVIES, 2004).

Além do sistema de protegao enddégeno, o consumo de compostos bioativos pela
dieta é um fator protetor adicional para se manter o equilibrio do estado redox da célula.
Este complexo sistema de protegéo antioxidante, enddgeno e exdgeno, interage entre si e
atua sinergicamente para neutralizar os radicais livres (KALIORA et al., 2006).

Os antioxidantes podem desativar as moléculas de radicais livres instaveis, tendo
assim um papel importante na prevengéo de dano adicional (LIMA et al, 2007).

Nos ultimos anos os antioxidantes tém ganhado muita importancia por serem
potenciais profilaticos e/ou agentes terapéuticos em muitas doengas (SPIGNO et al.,
2007). A descoberta da relagao entre os radicais livres com o cancer, diabetes, doengas
cardiovasculares, envelhecimento, entre outras, conduziu a uma mudanga médica sobre
os cuidados com a saude. Com isso, a literatura sobre antioxidantes expandiu-se
tremendamente por causa da evidéncia que estes podem contribuir trazendo beneficios

nutritivos (WU et al., 2004 a).
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Produgao endogena de ROS efou atividades dependendo do estilo de vida

Antioxidantes  ——

Interagdo com biomoléculas celulares (lipideos, proteinas, DNA)

Reparo do processo =y

Biomoleculas oxidadas

Doengas cronicas

Figura 1. Agao Antioxidante (RAO & RAO, 2007)

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos: enzimaticos e
nao enzimaticos. Alguns destes antioxidantes sdo endogicamente produzidos como as
enzimas, algumas moléculas com baixo peso molecular e cofatores. Entre os
antioxidantes nao enzimaticos, muitos sao obtidos pela dieta (LIU, 2004). Estes podem
ser classificados em varias classes, sendo que os polifendis sdo os maiores constituintes
deste grupo. Além dos polifendis também estao inclusos na classe dos antioxidantes nao

enzimaticos, as vitaminas, carotendides, compostos organosulfurados e minerais.
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2.2.1 Antioxidantes enzimaticos

O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira defesa enddégena a agir aos
ataques das espécies reativas de oxigénio, impedindo sua formagdo impedindo sua
interacdo com alvos celulares, ou seja, bloqueando a etapa de iniciacdo da cadeia
radicular (ROVER JUNIOR et al., 2001).

Através da acdo das enzimas antioxidantes, as células tentam manter baixas as
quantidades do radical superoxido e de perdxido de hidrogénio, evitando assim a
formacdo do radical hidroxila, que é extremamente reativo e deletério as células
(HALLIWELL, 2000).

O sistema antioxidante enzimatico é formado por diversas enzimas, entre elas, a
superoxido dismutase (SOD), a catalasse (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
(HALLIWELL, 2000).

O equilibrio entre a atividade destas trés enzimas antioxidantes é de extrema
importancia para a remogao dos intermediarios téxicos de oxigénio dos sistemas
biologicos.

A atividade da SOD, que consiste na dismutacdo de ions superdxido formando
peréxido de hidrogénio, deve ser complementada pela CATE e GPx, gerando agua e

oxigénio molecular ou agua e glutrationa oxidada (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

2.2.2 Antioxidantes nao enzimaticos

O sistema de defesa antioxidante humano se torna incompleto sem os

antioxidantes provindos da dieta. Os seres humanos sao incapazes de sintetizar alguns
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antioxidantes importantes para a defesa do organismo, como por exemplo, o acido
ascorbico, vitamina E, carotendides e polifendis. Logo existe a necessidade de se adquirir
estes antioxidantes ndo enzimaticos por fontes dietéticas (RATNAM et al., 2006).

Sugeriu-se que a suplementagcdo com antioxidantes pudesse minimizar os efeitos
prejudiciais de processos oxidativos em organismos vivos. Consequentemente, a fungao
de manutencao da saude exercida pelos componentes antioxidantes presentes em varios
alimentos tem recebido muita atencdo (SUN et al., 2007).

Umas das principais recomendac¢des das novas dietas € o aumento no consumo
de alimentos de origem vegetal como frutas e verduras, por serem boas fontes de
carotendides e outros compostos biologicamente ativos. Os beneficios das frutas e
verduras incluem efeitos por varios mecanismos como o metabolismo, modulacdo da
resposta imune e indugéo hormonal (HEBER, 2004; RAO & RAO, 2007). Ha indicativos de
que a ingestdo de frutas e verduras reduz os riscos de algumas doencas como as
cardiovasculares e certas formas de canceres. Numerosas doencas sdo associadas com
a diminuicao dos antioxidantes e aumento do estresse oxidativo (PRIOR et al., 2003;

RANGKADILOK et al., 2007).

2.3 POLIFENOIS

Vérias classes de substancias bioativas encontradas naturalmente nos alimentos
atuam como antioxidantes no meio biolégico, em ambos os compartimentos: hidrofilico
(compostos fendlicos, vitamina C) e lipofilico (carotendides, Vitamina E) (VELIOGLU et al.,

1998; TEOW et al., 2007).
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Varias moléculas que possuem estrutura de polifenol (com grupos hidroxilas nos
anéis aromaticos) tém sido identificadas (BACCHIOCCA et al., 2006). Estas moléculas
sdo metabdlitos secundarios de plantas e podem ser classificados em diferentes grupos
como pelo numero de anéis fenodlicos que eles contém e dos elementos estruturais que
ligam os anéis uns aos outros. Eles podem ser classificados em acidos fendlicos,
flavondides, estil benzenos e ligninas (MANACH et al., 2004).

Os flavondides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de
outras estruturas que contenham flavondides, como as flavolignanas, porém
freqientemente ocorrem como glicosideos. Eles podem ser subdivididos em 13 classes,
com mais de 5000 compostos descritos até 1990. As subclasses dos flavondides sao:
calconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas (apegenina, luteolina, diosmetina), flavonois
(quercetina, miracetina, kaempferol), dihidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina),
flavanol, flavandiol, antocianidina, isoflavondides (genisteina, daizdeina), bioflavonodides e
proantocianinas (BEHING et al., 2004).

Nos ultimos anos, o mundo em geral tem dado uma atencédo consideravel aos
polifendis. A razao deste interesse esta sobre suas propriedades antioxidantes. Diversos
estudos epidemiologicos sugerem a importancia do consumo elevado dos produtos
secundarios de plantas - distribuidos extensamente nas frutas e nas verduras — na
reducao a incidéncia de doencas degenerativas (VELIOGLU et al., 1998).

Os compostos fenodlicos estdo presentes na maioria das frutas e verduras e
possuem um importante papel na prote¢cdo do organismo contra efeitos prejudiciais dos
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, protegendo desde o codigo genético
(DNA) aos lipidios e, desta forma, podendo inibir as etapas iniciais de processos

carcinogénicos (SCHLESIER et al., 2002).
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A maioria dos flavondides possui habilidade de seqUestrar os radicais livres.
Alguns flavonéides podem agir como antioxidantes pela reagao direta com radicais para
formar produtos menos reativos. Ja outros flavondéides sao fortes inibidores de certas
enzimas metabdlicas que geram como produtos radicais livres, tais como cicloxigenase,
lipoxigenase, monoamina oxidase e xantina oxidase (HIGDON & FREI, 2003; AGUILAR-
GARCIA et al., 2007).

Ao lado da agao biolégica dos compostos naturais como vitaminas C e E, B-
caroteno e outras substancias quimicas de frutas e verduras que funcionam também
como antioxidantes estdo ganhando importancia e com isso cresce cada vez mais o
estudo destas como agentes contra a degradacdo oxidativa (KINSELLA et al., 1993;
JADHAV et al., 1995; HASSIMOTTO et al., 2005).

Os compostos polifendlicos atuam por mecanismos variados dependendo da sua
concentracao e do tipo de composto presente no alimento, podendo existir sinergismo ou

antagonismo entre os diferentes compostos (HASSIMOTTO et al., 2005).

2.3.1 Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

Varios fatores alteram a biodisponibilidade de compostos bioativos presentes nos
alimentos: a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica do composto de
interesse, estrutura e quantidade de outros compostos ingeridos concomitantemente
(fatores exdégenos) e ainda o tempo de transito intestinal, esvaziamento gastrico, metabo-
lismo do composto e grau de conjugacdo, possiveis interagdes com proteinas na
circulagdo sanguinea e tecidos, composicdo da microflora intestinal e o perfil genético do

individuo (fatores enddgenos). Avaliados em conjunto, estes fatores respondem pelas
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variacdes intra e inter-individuais na biodisponibilidade de uma determinada substancia
(OLIVEIRA & BASTOS, 2011).

A biodisponibilidade dos compostos fenodlicos possui papel determinante nos
possiveis efeitos biolégicos a eles atribuidos. Fatores que influenciam a atividade
fisiologica de tais compostos no organismo sdo: a estrutura do composto e a forma em
que se apresenta livre (chamada aglicona) ou ligada a outros compostos (NACZK &
SHAHIDI, 2004).

Nos vegetais, os compostos fendlicos estdo presentes também na forma de
glicosideos. A acdo de enzimas pode, no entanto, liberar as correspondentes agliconas,
as quais se atribui maior capacidade antioxidante que aos glicodideos correspondentes
(RICE — EVANS et al., 1996).

A absorgao dos compostos fendlicos tem sido medida de forma direta e indireta.
Evidéncias indiretas da absorcdo desses compostos sdo observadas pelo aumento da
capacidade antioxidante no plasma apdés o consumo de alimentos ricos em polifendis
(GERMANO et al., 2006).

Apos a ingestdo e o tempo necessario para a digestdo de uma dose relativamente
alta de um dado composto fendlico, a quantidade desse composto na circulagao
sanguinea é muito baixa ou quase nula. Os testes para determinagcdo dos compostos
antioxidantes no sangue ainda n&o sdo capazes de detectar com precisdo todos os
metabolitos formados a partir dos fendlicos ingeridos. Isso pode subestimar o potencial
antioxidante do composto pesquisado (MANACH et al., 2004).

Ainda, a flora microbiana do célon exerce um papel essencial no metabolismo dos
acidos clorogénicos e de compostos fenolicos em geral. Apds a clivagem da ligagao éster,
os acidos livres podem seguir por duas rotas: absor¢ao pela mucosa intestinal e

passagem para a corrente sanguinea (na forma livre ou apds conjugagéo por enzimas da
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fase Il) ou podem permanecer no célon e sofrer metabolizagao adicional pela microflora. A
maior parte dos fendlicos ingeridos é encontrado no plasma e na urina na forma de
metabdlitos formados pela agdo da microflora e posterior metabolizagao tecidual, sendo
0s mais abundantes os acidos hipurico, hidroxipurico, m-cumarico, ferulico, isoferulico,

hidroxifenilpropiénico, hidroxibenzoico e vanilico (OLIVEIRA & BASTOS, 2011).

2.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Nos ultimos anos vem crescendo a quantidade de evidéncias cientificas sugerindo
que varios componentes presentes nos alimentos podem reduzir o risco de doencas
cronicas e melhorar a saude humana. Essas substancias bioativas ou funcionais podem
estar presentes naturalmente no alimento ou serem adicionadas aos alimentos
industrializados (MELO et al.,, 2004). Este é o caso dos carotendides, acidos graxos
Omega-3, fibras e antioxidantes naturais, como antocianinas e outros polifenodis
(PRINCEN et al., 1992).

O conceito de alimentos funcionais foi proposto inicialmente no Japao, em meados
da década de 1980. Nos anos 90, foi cunhada a designagao, em inglés, FOSHU (foods for
specified health use, alimentos para uso especifico de saude), referindo-se aos alimentos
usados como parte de uma dieta normal que demonstram beneficios fisioldgicos e/ou
reduzem o risco de doengas crbnicas, além de suas fungdes basicas nutricionais (COSTA
& ROSA, 2010).

Assim, os alimentos funcionais contém alguns compostos “promotores” de saude
além dos nutrientes tradicionais e isso faz com que estes alimentos desempenhem um

papel importante na saude humana. Recentemente os efeitos benéficos de muitos
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géneros alimenticios e bebidas foram reconhecidos pelo fato das substancias naturais
originarem atividade antioxidante (SUN et al., 2007).

De acordo com Angelis (2001) sao identificados fortes indicios sobre a existéncia
de relagdes entre os efeitos benéficos de nutrientes essenciais ou ndo e as modificacbes
nos processos celulares que desencadeiem efeitos fisioldgicos protetores a saude. Tais
contatagdes decorreram da énfase atribuida as pesquisas que visam compreender, cada
vez mais, a relagéo entre dieta e saude e a influéncia na ocorréncia de doengas crénico-
degenerativas, como cancer e doencgas cardiovasculares.

Os problemas crénicos de saude sinalizam que a dieta adequada, para o alcance
de melhor qualidade de vida associdada ao estilo de vida ativo, pode ser adotada como
uma alternativa segura e de baixo custo em relagdo aos medicamentos e outras terapias
convencionais (COLLI et al., 2002).

Embora os alimentos funcionais sejam responsaveis por percentuais em torno de 5
a 7 do mercado mundial ha uma preocupacgao crescente, por parte da populagao para que
seja disponibilizada a comprovagdo dos resultados benéficos para a saude decorrentes

do consumo destes alimentos (COLLI et al., 2002).

2.5 DANOS OXIDATIVOS AO DNA

O DNA (acido desoxirribonucléico) € o material genético de todos os seres vivos e
de muitos virus, sendo a seqliéncia de bases nitrogenadas a forma na qual a informagéao
genética é armazenada (LEWIN, 2001). Por apresentar essa fungdo fundamental, o DNA

€ bastante protegido, sendo a unica molécula bioldégica que apresenta um mecanismo
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préprio para prevencdo e reparo de falhas em seu metabolismo (LEHNINGER et al.,
1995).

Desde a origem da vida na Terra, foram selecionados organismos que tém
capacidade de manter sua informagao genética. Se por um lado, as mudancgas ocorridas
nessa informacao propiciam diversidade fundamental para o processo evolutivo, por
outro, colocam em risco a propria existéncia do organismo. Esse delicado equilibrio entre
a necessidade da mutagénese para a evolugdo das espécies e seus efeitos deletérios
para o organismo, tem sido central na manutencdo da vida em nosso planeta. Os
processos precisos de replicacdo do DNA e os que removem lesdes no material genético
(conhecidos como processos de reparo de DNA) constituem os principais mecanismos
celulares que garantem a estabilidade génica (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

De fato, o DNA nao é uma molécula estavel, pois é constantemente agredida por
fatores fisicos, como luz ultravioleta e radiagdo gama, ou quimicos, incluindo produtos do
préprio metabolismo celular, como os radicais de oxigénio provenientes da respiracao
(RIBEIRO et al., 2003).

Os principais alvos de ROS incluem DNA, lipideos, proteinas e agucares, sendo
que a ordem de preferéncia de ataque depende de muitos fatores, como o local onde a
espécie reativa € gerada, a habilidade relativa de uma biomolécula ser oxidada e a
disponibilidade de ions metalicos associados a essa biomolécula. No entanto, enquanto
lipideos, proteinas e agucares podem ser removidos via degradagdo, o mesmo nao deve
ocorrer com o DNA (BERRA & MENCK, 2006). Os danos mais graves sao aqueles
causados ao DNA e RNA. Se a cadeia do DNA é quebrada, pode ser reconectada em
outra posic¢ao alterando a ordem de suas bases (FREITAS et al., 2007).

Todas as células tém varios sistemas que renovam lesbes no DNA ou,

simplesmente, auxiliam as células a tolera-las (POWELL & BINDRA, 2009). Os sistemas
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de reparo de DNA constituem mecanismos de defesa extremamente eficientes que
garantem a estabilidade do genoma e, consequentemente, a préxima existéncia da célula
e/ou organismo. Esses sistemas eventualmente falham e algumas lesées podem alterar o
codigo genético de modo permanente, causando mutacées (AGNEZ- LIMA et al., 2003).
No caso dos seres humanos, as lesdes podem ser diretamente responsaveis por
processos degenerativos, como o envelhecimento e o cancer (RIBEIRO et al., 2003).

O estudo de danos ao DNA induzido por substancias de origem natural ou sintética
ou até mesmo pela atividade fisica € uma area essencial da toxicologia genética uma vez
que mutacdo em cromossomos € um evento importante na carcinogénese (FENECH,

2005).

2.5.1 Genotoxicidade

A genotoxicidade é o setor da genética que estuda os processos que alteram a
base genética da vida, quando se trata da estrutura fisico-quimica no DNA, o processo &
classificado de mutagénese ou carcinogénese e ao se referir a alteragdo genética celular
e / ou organico, denomina-se teratogénese (FAGUNDES et al., 2005).

A genotoxicidade é produzida por algum agente que, em virtude de suas
propriedades fisicas ou quimicas, pode induzir ou produzir mudancas hereditarias
naquelas pecas dos instrumentos genéticos que exerciam o controle homeostatico sobre
células somaticas, determinando desse modo sua transformacdo maligna (ASHBY, 1995).

Substancias genotdxicas tém em comum propriedades quimicas e fisicas que
permitem suas interagbes com os acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem

levar a defeitos hereditarios através de mutagdes em células germinativas, e quando a
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mutacao ocorre em células somaticas, a conseqliéncia mais comum é a formacao de
tumores benignos ou malignos. Além disso, recentemente, foi proposto que as mutagodes
em células somaticas podem também estar envolvidas na patogénese de algumas
doengas crbénicas degenerativas tais como as cardiovasculares e as neurodegenerativas,
em adicao ao processo de carcinogénese (VARANDA, 2006).

O dano ao DNA é um evento fundamental no processo da carcinogénese e
mutagénese. A compreensao dos mecanismos de reparo de DNA pode auxiliar a
entender como agentes genotdxicos podem se tornar mutagénicos, e como podemos

indentifica-los, de modo a reduzir os riscos associados a eles (MACIEL et al., 2002).

2.5.2 Mutacao

Embora de origens e causas ainda ndo muito esclarecidas, as neoplasias surgem
devido a mutagbes genéticas, espontdneas ou induzidas por agentes como metais,
radiacdes, radicais livres do oxigénio, inflamacdes crénicas e xenobioticos (cigarro, alcool,
pesticidas, etc), dentre outros. Essas mutagdes que promovem desordens no ciclo celular,
ocorrendo excesso nas taxas de proliferacdo e deficiéncia nas taxas de morte celular,
culminando com a formagdo de agrupamentos de clones de células neoplasicas, os
tumores (BALMAIN & HARRIS, 2000; FERRARI & TORRES, 2002).

A mutacdo € uma consequéncia do dano no DNA e este pode ser o estagio inicial
no processo pelo qual a maioria dos carcindbgenos quimicos inicia a formagao do tumor

(RIBEIRO & MARQUES, 2003).
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Segundo Gardner (1977), mutagcéo é o processo pelo qual um gene sofre mudanga
estrutural. D4-se 0 mesmo nome ao gene modificado por este processo. Mais amiude,
porém, a palavra mutacao indica mudanca fenotipica resultante de um gene mutado. O
termo mutante é usado para designar um individuo que expressa a alteragdo do gendtipo
resultante de mutacgéao.

No decorrer da vida, o DNA sofre altera¢des, que podem ser causadas por erros
durante a sua duplicagdo, na divisao celular. O aparecimento de mutagdes ocorre em
todos os seres vivos, sendo um processo fundamental para a evolugao e diversidade das
espécies. Muitas das mutagcbes ndo implicam mudancas detectaveis na atividade
metabodlica da célula ou do organismo e, portanto, passam despercebidas. Outras
mutacdes podem determinar a morte celular e, por conseqiiéncia, ndo sdo, também,
detectaveis. Assim, apenas um pequeno numero de mutagdes que ocorrem em genes
especificos pode determinar vantagens ou um crescimento desordenado das células
(GARDNER, 1977; RIBEIRO & MARQUES, 2003).

As mutacdes despertam grandes interesses por estarem diretamente relacionadas
ao desenvolvimento de diversas doengas degenerativas tais como céancer e
arteriosclerose (DE FLORA, 1998; SEO, et al., 2000). A conversao de células normais em
células neoplasicas normalmente envolve varios passos. Uma das fases iniciais desse
processo envolve a agao de um carcinégeno genotdoxico (WEISBURGER, 2000).
Entretanto, uma uUnica mutagdo nao é suficiente para converter uma célula sadia tipica
numa célula cancerosa (LOPACZYNSKI & ZEISEL, 2001; ALBERTS et al., 2002)

Os chamados agentes mutagénicos que vao alterar a sequéncia das bases no
DNA podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes que estdo associadas ao

desenvolvimento de neoplasias. Apds passar por varias divisbes, uma célula podera
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acumular mutagdes que, se em numero elevado, poderao determinar a perda do controle
de sua divisao, determinando, assim, o aparecimento do cancer (GARDNER, 1977).

Muitas evidéncias indicam que as mutag¢des de ponto causam doengas genéticas
humanas. Mutacdes em células somaticas e/ou células germinativas estdo envolvidas em
casos de cancer e doengas hereditarias e outras moléstias, como a anemia, e em
disturbios cardiovasculares, neurocomportamentais e de desenvolvimento, além de
interferirem no processo de envelhecimento (MARON & AMES, 1983).

Ha uma clara relagdo entre mutagénese, teratogénese e carcinogénese. Uma
mudanga no material genético (mutagédo) pode ocasionar mudangas morfolégicas sérias,
portanto, tornando-se teratogénica (surpreendente ou monstruoso); e a mutagdo pode
também ser o evento desencadeador do processo que leva ao cancer, portanto, tornando-
se carcinogénica (CASTRO et al.; 2004; VILAR et al., 2008).

A pesquisa por agentes que possam reduzir a frequiéncia de alteracées no DNA
tem se mostrado promissora e com importantes implicagdes nas praticas terapéuticas
devido a possibilidade da redugcdo da taxa de mutacdo e consequente redugdo na
incidéncia de cancer. Qualquer substancia capaz de reduzir a frequéncia de mutacoes
espontaneas ou induzidas, independentemente do mecanismo de acgdo, € considerada
antimutagénica (WATERS et al., 1990; ANDERSON et al., 1995).

Os estudos com os agentes antimutagénicos foram iniciados nos anos cinquenta,
porém recentemente € que o interesse de diversos grupos de pesquisa, distribuidos por
todo o mundo, tém se concentrado na identificagdo de agentes antimutagénicos,
principalmente os de origem natural. A identificacdo de agentes antimutagénicos e/ou
anticarcinogénicos em alimentos € indispensavel e extremamente importante na busca de
estratégias para a prevengdo do cancer, por meio de modificagbes do habito alimentar

(ANTUNES & ARAUJO, 2000; COSTA et al., 2008).
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A atividade antimutagénica tem sido demonstrada em frutas e verduras. Varias
substancias obtidas a partir de fontes naturais tém sido isoladas, identificadas e alguns
dos mecanismos de sua atividade estido sendo esclarecidos. A clorofila e derivados,
glutationa, vitamina C, vitamina E, vitamina A, flavondides, acidos graxos, fibras dietéticas
sao algumas das substancias antimutagénicas conhecidas e encontradas na dieta.
Estudos epidemioldgicos corroboram com estes dados citados anteriormente, uma vez
que ha um grande volume de evidéncias associadas a dados obtidos a partir de estudos
in vitro e in vivo, que apontam para a estreita relacdo entre constituintes da dieta e o risco
de desenvolvimento de determinados tipos de cancer. De modo geral, verduras, frutas,
fibras e alguns micronutrientes diminuem a incidéncia de cancer; enquanto gorduras,
excesso de calorias e consumo de alcool aumentam o risco de desenvolvimento de
patologias (NISHINA & SCHNEEMAN, 1991).

A atividade biolégica dos compostos bioativos denominados antioxidantes ocorre
por mecanismos diversos, sendo que a inibicdo da peroxidacao de lipidios e a protecao
contra a mutagenicidade foram os primeiros aspectos explorados (SHI et al., 2001).

A identificagdo de agentes antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos em alimentos
€ indispensavel e extremamente importante na busca de estratégias para a prevencéo do
cancer, por meio de modificagdes do habito alimentar. Se, por um lado, encontramos na
dieta uma mistura complexa de compostos que apresentam atividade mutagénica e/ou
carcinogénica, por outro, a dieta também pode incluir compostos que impedem ou inibem
a ocorréncia destes processos. Apds a observagao inicial de efeitos antimutagénicos de
certas verduras, varios compostos tém sido isolados de plantas e testados quanto a agao
protetora sobre lesdes induzidas no DNA (ANTUNES & ARAUJO, 2000).

O potencial antimutagénico de uma substancia pode ser avaliado em sistemas

biologicos diversos, os mesmos empregados para o estudo e identificagdo dos agentes
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mutagénicos. Os sistemas celulares de mamiferos, utilizados para a avaliagdo da
mutagenicidade e/ou antimutagenicidade, abrangem os testes in vitro e in vivo. Nos testes
in vivo sao utilizados freqlientemente ratos e camundongos. Nos testes in vitro sao
usadas diferentes linhagens celulares, inclusive células humanas (ANTUNES & ARAUJO,
2000).

Em qualquer um desses sistemas-teste, o tratamento com os agentes
mutagénicos, que induzem as mutagbes, e com o antimutagénico, que podera inibir o
aparecimento de lesbes no DNA, pode ocorrer simultaneamente ou em momentos
diferentes, por meio de pré ou pés-tratamento. Os agentes antimutagénicos usados em
pré-tratamento ou tratamento simultdneo podem atuar como agentes desmutagénicos. A
efetividade do agente antimutagénico no poés-tratamento sugere que ele esteja atuando
pelo mecanismo de bio-antimutagénese e relacionado ao processo de reparo das
mutacdes (ANTUNES & ARAUJO, 2000).

Ha muitos anos se sabe que a maioria dos agentes mutagénicos mais potentes,
tais como radiagdes ionizantes, a luz ultravioleta e produtos quimicos sdo também
carcinogénicos.

A mutagenicidade € um prognédstico razoavel para a carcinogenicidade. Apés
passar por varias divisbes, uma célula podera acumular mutagdes que, se em numero
elevado, poderdo determinar a perda do controle de sua divisdo, causando, assim, o

aparecimento do cancer (ANDERSON et al., 1995).
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2.5.3 Carcinogénese

A correlagcdo entre mutagenicidade e carcinogenicidade se apoia em teorias de
que o cancer é causado por mutacdes somaticas. Entao, infinitos tipos de substancias
podem interagir com o genoma do homem e de outros animais, levando a mutagdes.
Neste contexto, investigacdes estdo sendo centradas em estudos de mutagenicidade e/ou
antimutagenicidade, como preditivos da carcinogénese e/ou de anticarcinogénese, com
grande énfase na area de alimentos (MCGREGOR et al., 1987).

Carcinogénese é um termo genérico que compreende 0s varios mecanismos que
participam do desenvolvimento de neoplasias malignas. Ela pode ocorrer de forma
espontanea ou ser induzida por agentes fisicos, quimicos, biolégicos ou genéticos (PITOT
& DRAGAN, 1991).

A carcinogénese €& um processo de multiplos estagios, no qual ocorre a
transformacao seqlencial de células normais para malignas via algumas populacdes de
células intermediarias. A formacao e o desenvolvimento destas populacdes intermediarias
de células resultam de etapas de iniciagao, promogao e progressao (Figura 2) (PITOT &
DRAGAN, 1991; COSTA & ROSA, 2010). Frequentemente, apds a alteragéo inicial,
aparecem novas populagdes celulares que representam a evolugdo de células normais

para células pré-neoplasicas, pré-malignas e malignas (LOUREIRO et al., 2002).
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Figura 2. Modelo de multiplas etapas do processo carcinogénico (PITOT, 1993)

A iniciacao é causada por uma alteracdo irreversivel do DNA, como a reacgao
dessa molécula com substancias carcinogénicas. Assim, mecanismos de detoxificacdo de
carcinogenos, reparo do DNA e eliminacao das células que tenham DNA modificado (por
apoptose, por exemplo) sdo importantes para a protegdo contra a iniciagdo do cancer.
Para que a iniciacdo ocorra, € necessario que haja ndo sé a modificacdo do DNA, mas
também a sua replicacao e a proliferacao celular, de modo que a mutacao inicial possa se
fixar (FURTADO et al., 2008).

A iniciagcdo é seguida pela promocao, a qual envolve a selegao e expansao das
células iniciadas, podendo levar ao desenvolvimento de um tumor benigno. Durante a
promocao do tumor, o material genético alterado da célula iniciada altera a expressao dos
genes que regulam a diferenciacao e o crescimento celular (HEDDLE, 1973; HAYSTSU et
al.; 1988). Quando administrados em altas doses, muitos carcindgenos sao tanto
iniciadores como promotores. Entretanto, uma dose baixa nao indutora de tumor se torna
efetiva se administrada juntamente com certas substancias ndo carcinogénicas
conhecidas como promotoras de tumor (LOUREIRO et al., 2002).

Finalmente, o estagio da progressao é caracterizado por instabilidade genémica e

continua evolugcdo para formacado neoplasica. As alteragdes na estrutura do gene da

51



célula neoplasica durante a progressao estao diretamente relacionadas ao aumento da
velocidade de crescimento celular, a capacidade de invasao, ao crescimento auténomo e
as alteragbes bioquimicas nas células malignas. Estas alteracbes, como reflexo da
instabilidade gendmica, continuam a evoluir (progredir) durante o estagio de progressao
(PITOT & DRAGAN, 1991).

A quimioprotecado contra o cancer pode resultar da agao de uma substancia que
possa bloquear o inicio do processo neoplasico, deter ou reverter a progressao das
células iniciadas para fenétipos malignos. A quimioprotegdo pode ocorrer por diferentes
mecanismos que incluem reduc¢ao da intoxicagcdo por metabdlitos carcinogénicos e/ou
aumento da desintoxicacdo (CHEN &KONG, 2004).

Uma nutricdo adequada e apropriada é indispensavel para a manutencdo da
saude. Contribui tanto para a diminuigdo de riscos de doengas como também para a
restauragdo da homeostasia em casos de enfermidades. Por meio da alimentacdo é
possivel promover a recuperagao, reabilitagdo, desintoxicacdao e reparo de células,
proporcionando maior vitalidade a 6rgaos e tecidos. A alimentacdo pode modificar o
processo de carcinogénese, principalmente nos estagios iniciais, proporcionando
melhores resultados no tratamento e diagnodstico clinico (AMES, 2001). Dessa forma,
através de um padrao nutricional normal ou equilibrado pode-se reduzir o risco de cancer
(MORI, 2002).

Diversos estudos tém comprovado, sem duvida alguma, que existe uma forte
associagao inversa (ou negativa) entre o consumo de frutas e verduras e o risco de
diversos tipos de canceres e outras causas de morbi-mortalidade. Assim, o0 homem ha
varias décadas vem isolando compostos presentes em alimentos de origem vegetal para

testa-los como possiveis agentes anticarcinogénicos (FERRARI & TORRES, 2002).

52



As células cancerigenas absorvem antioxidantes de maneira diversa das células
normais. Células sadias e normais consomem apenas a quantidade necessaria de
antioxidantes e nutrientes de apoio. Esse é o fato cientifico de grande importancia quando
se trata dos principios da nutricdo celular (WELCH et al., 2002).

Células cancerigenas, por outro lado, continuam a absorver antioxidantes e
nutrientes de apoio sem saber quando parar. Essa ingestdo excessiva de antioxidantes as
torna, na verdade, mais vulneraveis a morte (COLLINS, 2005). Os antioxidantes nao
somente ajudam na batalha contra as células cancerigenas como contribuem para a
defesa das células saudaveis frente aos efeitos nocivos da radiagdo e da quimioterapia
(WELCH et al., 2002).

Nao somente os antioxidantes podem otimizar o sistema natural de defesa
antioxidante do corpo, como pode fortalecer nosso sistema imunolégico e controlar a
resposta inflamatdria. Eles podem ajudar a restaurar o controle sobre o estresse oxidativo
e evitar esse ciclo vicioso. A suplementacdo de antioxidantes seria, portanto, ideal para
pacientes que sofrem de doengas auto-imunes (BIANCHI & ANTUNES, 1999; SINGH et
al., 2009).

Embora ainda seja necessario acumular conhecimentos, observagdes recentes
sugerem que 0s mecanismos, pelos quais os quimiopreventivos alimentares exercem seu
efeito sdo complexos, podendo algumas substancias apresentar efeitos benéficos em
determinadas doses ou em determinados tecidos ou estagios da carcinogénese ou efeitos

maléficos em outras condigdes (COSTA & ROSA, 2010).
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2.6 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

A resposta inflamatéria € um mecanismo que provoca alteragcbes do sistema
vascular, componentes liquidos e celulares, visando destruir, diluir ou isolar o agente
lesivo, sendo assim uma reacdo de defesa e de reparagcdo do dano tecidual. Sem o
sistema de reparo, as infecgdes prosseguiriam desimpedidas, as feridas jamais
cicatrizariam, ndo haveria cura e reparo das lesbes, e os 6rgaos danificados poderiam
tornar-se lesdes ulceradas permanentes. Contudo, a resposta inflamatéria pode também
ser potencialmente lesiva como a que ocorre na asma, na doenga pulmonar obstrutiva
cronica, entre outras (MADDOX & SCHWARTZ, 2002). A resposta inflamatéria é o
resultado de uma complexa corrente de eventos envolvendo a resposta imunoldgica, que
libera quantidades enormes de radicais livres, enzimas causticas e citocinas inflamatdérias
(BIANCHI &ANTUNES, 1999; CASTARDO et al., 2008).

O edema tecidual comprime as terminacdes nervosas causando edema e dor, 0s
tecidos afetados perdem suas fungdes normais. Em decorréncia do aumento da
permeabilidade vascular, a velocidade da circulagdo diminui (estase sanguinea)
contribuindo para a marginagdo dos leucdcitos, como pode ser visualizado na Figura 3
(SIEGGELMAN et al., 2000).

A evolucdo do edema passa por varias etapas, entre elas, estdo os fendbmenos
basicos do agente inflamatério que envolve a mediacdo quimica de farmacos e que
podera ocorrer em qualquer inflamacao sendo ela aguda ou cronica (CARVALHO et
al.,1999; CONE, 2001).

A inflamacgao cronica é associada com uma alta incidéncia de cancer. O processo
inflamatério é geralmente acompanhado de estresse oxidativo, responsavel por gerar

mutagdes progressivas levando ao desenvolvimento tumoral (VECHIA et al., 2009).
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De maneira geral, uma substancia para ser classificada como antiinflamatéria deve
ser capaz de inverter as manifestagdes clinicas decorrentes da resposta inflamatéria, ou
seja, a dor, o rubor, calor e o tumor. Entretanto, o termo antiinflamatério € amplo e pode
ser aplicado a drogas ou a substancias que inibem um dos eventos inflamatorios
induzidos experimentalmente (SINGLA et al., 2000).

Pode-se afirmar que ainda nao dispomos do farmaco antiinflamatoério ideal, com
efeitos indesejaveis minimos e que seja realmente eficaz nos transtornos inflamatérios.
Por outro lado, devido ao melhor conhecimento que se vai adquirindo da fisiopatologia
dos processos inflamatérios, tem-se sugerido diversos niveis de atuagéo ou estratégia na
busca de novos farmacos antiinflamatérios, dirigidos ao controle de mecanismos
especificos relevantes na resposta inflamatoria (LYSS et al., 1997).

Existem numerosos agentes, obtidos de fontes naturais, de grande diversidade
quimica, que envolvem diferentes tipos de principios ativos. Entre eles se encontram
triterpenos, esteroides, lactonas sesquiterpénicas, flavondides, cumarinas e alcaldides
que tem demonstrado atividade antiinflamatéria em varios modelos de inflamacéo,
atuando sobre distintos mediadores deste processo (ROMAY et al., 1998).

Os suplementos antioxidantes melhoram o sistema imunoldgico, ajudam a
controlar a resposta inflamatéria e fortalecem a defesa antioxidante, que por sua vez,
protege as células normais do ataque da inflamagdo (WELCH et al., 2002; LEY, 2002;
MIRANDA-VILELA et al., 2008).

No século 19 percebeu-se que o cancer esta ligado ao processo inflamatério. Esta
idéia da conexao cancer-inflamacdo promove diversas linhas de pesquisa. Estudos
epidemiolégicos revelaram que a inflamacéo crbnica predispde a diferentes formas de
cancer. O uso de agentes antiinflamatorios ndo-esteroidal esta associado com a protegao

contra varios tumores (COLOTTA et al., 2009).
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A atividade antioxidante, assim como a atividade antiinflamatéria, também esta
relacionada as atividades antitumoral e quimiopreventiva, pois, como apresentado
anteriormente, o estresse oxidativo, ou seja, a producédo de radicais livres pode causar
dano ao DNA provocando, assim, mutagdes que podem ser permanentes e, muitas vezes,

levar a malignidade (VECHIA et al., 2009).
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Figura 3. Formagao do processo inflamatério (Rubin & Farber, 2002 - modificado)

2.7 USO DE PLANTAS MEDICINAIS E SAUDE

No Brasil, existe uma flora bastante diversificada em toda a sua extens&o, com
vegetacdes de diferentes caracteristicas e cujos principios ativos sdo desconhecidos. No
Brasil, ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, mas somente 8% foram
estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido

avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas. O Brasil gasta cerca de dois a trés
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bilhdes de dolares por ano na importacdo de matérias— primas utilizadas no preparo de
medicamentos. O panorama, nessa area, mostra que 84% dos farmacos consumidos no
Brasil sdo importados e que 78 a 80% da produgao é feita por empresas multinacionais,
indice que justifica a busca de alternativas para superar a dependéncia externa por parte
da industria quimico-farmacéutica brasileira (VARANDA, 2006).

A Dbiodiversidade brasileira € considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservagao € fundamental tanto pelo valor intrinseco dessa
imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte de novos farmacos,
a qual vem despertando a cobica de laboratérios de pesquisa das empresas far-
macéuticas. Diante desta realidade, varias pesquisas de bioprospecgdo dos nossos
biomas vém sendo incrementadas objetivando a busca racional de bioprodutos de valor
agregado (BARREIRO, 2009).

O homem moderno esta exposto no seu dia-a-dia a inumeravel quantidade de
substancias quimicas sintéticas ou de origem natural. Ndo ha duvidas de que muitos
destes compostos sdo essenciais para o conforto € a segurangca do ser humano, como
por exemplo, os medicamentos, os corantes, conservantes, cosmeéticos, inseticidas,
desinfetantes e muitos outros. Por outro lado, muitos destes produtos podem causar
grandes transtornos a sociedade como poluentes do ar, agua e solo. Além disso, cresce o
numero de evidéncias acerca da associacao entre a exposi¢cdo a determinados agentes
quimicos e uma série de doengas e alteragdes metabdlicas prejudiciais a saude humana.
O entusiasmo em relacéo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos vém crescendo
na assisténcia a saude em funcdo de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo
custo. Grande parte da populagdo mundial utiliza a medicina popular para seus cuidados
primarios em relagéo a saude, e se presume que a maior parte dessa terapia tradicional

envolve o uso de extratos de plantas ou seus principios ativos (VARANDA, 2006).
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Compostos com atividades bioloégicas continuam sendo reconhecidos, entretanto,
muitos deles ainda ndo podem ser utilizados na terapéutica devido as suas propriedades
téxicas, carcinogénicas e mutagénicas. Na produgdo de uma nova droga, os resultados
de testes de genotoxicidade representam consideravel peso, pois, a maioria das
industrias farmacéuticas delibera o processamento de um novo agente terapéutico com
base nos resultados de testes de genotoxicidade in vitro e in vivo. Nesse contexto, os
ensaios para avaliagao da atividade mutagénica das plantas usadas pela populagdo bem
como suas substancias isoladas, sdo necessarios e importantes para estabelecer
medidas de controle no uso indiscriminado. Além disso, é preciso esclarecer os
mecanismos e as condi¢gdes que mediaram o efeito biolégico, antes que as plantas sejam
consideradas como agentes terapéuticos (VARANDA, 2006).

O uso das plantas medicinais vem sendo aceito e utilizado por varios profissionais
por apresentarem propriedades quimicas que ajudam no tratamento das doencgas
inflamatdrias (MARTINS et al., 2000).

Das varias aplicacbes terapéuticas de verduras, muitos apresentam atividade
antiinflamatéria e analgésica, sendo largamente utilizados na medicina popular e por isso,
ha necessidade de pesquisas e estudos para comprovar tanto essas atividades, quanto
um possivel efeito toxico, em ensaios bioldgicos.

Muitas substancias fitoterapicas tém sido analisadas e testadas como possiveis
substancias antitumorais e anticancerigenas (RODRIGUES et al., 2003).

A ingestdo de alimentos é uma das principais vias de exposicdo do homem a
diferentes compostos, visto que uma mistura complexa de agentes quimicos é encontrada
na dieta. Algumas substancias presentes nos alimentos podem ter efeitos mutagénicos,
carcinogénicos ou antimutagénicos; isto ¢é, podem induzir mutagdes no &acido

desoxirribonucléico (DNA) e/ ou podem favorecer o desenvolvimento de tumores,
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enquanto outras podem atenuar ou anular estes efeitos. Muitos compostos presentes nos
alimentos, tanto naturalmente como adicionados ou produzidos durante o processamento,
ja foram testados quanto a mutagenicidade ou antimutagenicidade em diferentes sistemas
experimentais (ANTUNES & ARAUJO, 2000).

Varios compostos nutritivos e ndo nutritivos estdo sendo avaliados em ensaios de
intervencdo quanto ao seu potencial como agentes quimiopreventivos. A despeito dos
amplos conhecimentos atuais sobre os processos da carcinogénese, pouco se conhece a
respeito dos mecanismos de acdo da maioria dos agentes quimiopreventivos. Muitos
agentes antimutagénicos e anticarcinogénicos tém mostrado também efeitos mutagénicos
e carcinogénicos, dependendo da concentragao utilizada nos ensaios, do sistema testado
e da via fisiolégica investigada (COSTA & ROSA, 2010).

A investigacao de agentes anticancerigenos derivados de produtos naturais € uma
importante ferramenta de pesquisa para obtencdo de novos farmacos, para o estudo de
fungdes celulares, fungdo imune, carcinogénese, novos alvos de agao farmacoldgica, tais
como moléculas fundamentais na mitose celular ou proteinas implicadas na replicagao do

DNA (LIU, 1989).

2.8 CERRADO

O Brasil, com 8.511.965 Km? é o quinto maior territdrio do planeta, e apresenta
uma grande diversidade de clima, fisiografia, de solo, de vegetacao e de fauna.
Representando cerca de 20% dessa area, o dominio do Cerrado, contabilizando-se as
areas periféricas que se encontram encravadas em outros dominios e areas de transigcao

(COUTINHO, 2002; GOMES et al., 2004).
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A regido do Cerrado abrange uma area de 204 milhdes de hectares, distribuidos
principalmente nos Estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Bahia, Piaui, Maranhao e Distrito Federal, correspondendo a aproximadamente
22% do territorio brasileiro (GOEDERT, 1989; RIBEIRO & WALTER, 1998). O Cerrado é o
segundo maior bioma da América do Sul, perdendo em tamanho somente para a Floresta
Amazonica (PEREIRA-SILVA et al.; 2004; ROESLER et al., 2007).

O solo do Cerrado apresenta, em condigdes naturais, baixa fertilidade, acidez
elevada e altos teores de aluminio, necessitando de aplicacbes de corretivos como
calcario e fertilizantes para atingirem produtividades satisfatérias (SILVA et al., 2001).
Devido a sua extensao e situacdo geografica, essa regidao apresenta grandes variagdes
de solo, clima, fauna e flora. O clima é sazonal, com uma estagdo chuvosa- cuja
precipitacdo média anual varia de 1200 a 1800 mm- e uma estagao seca que acontece
por 5 a 6 meses por ano (SILVA et al., 1994).

O Cerrado apresenta cerca de 2000 espécies arbustivas-arbéreas e cerca de 5000
espécies herbaceo-subarbustivas compondo sua flora (BORGES & SHEPHERD, 2005),
sendo considerado um Hotspot de biodiversidade (MYERES et al., 2000), o que é definido
como uma area que contém, como endémicas, pelo menos 0,5% das 300 mil espécies
vegetais conhecidas no planeta. Mas n&o é apenas em termos de biodiversidade vegetal
que o Cerrado tem sua importancia. Existem cerca de 120 espécies de répteis, 160
espécies de mamiferos, 800 espécies de aves e 150 espécies de anfibios que séo nativos
desta regido (MOFFAT, 2002).

Como podemos verificar o Cerrado ndo € apenas uma regido de solo pobre e
espécies vegetais de aspecto estranho que sofrem com a seca. Muito pelo contrario, esse
dominio tem se mostrado de grande importancia em termos de biodiversidade e com

aspectos ecolégicos muito peculiares. Porém, esse dominio vem sendo devastado
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rapidamente, sem que antes possamos ter o devido conhecimento de suas caracteristicas
ecoldgicas, botanicas ou fitoquimicas (GOMES et al., 2004).

Devido ao processo acelerado de ocupacio agricola do Cerrado e a exploragao
extrativista e predatdria, tem-se observado quedas anuais significativas nas safras desses
produtos, tornando imprescindivel que seu cultivo seja iniciado (SILVA et al., 2001). Nos
ultimos 30 anos, a progressiva mecanizagao da lavoura e a facilidade de limpar e adubar
a terra tem contribuindo para uma devastacao acelerada de vegetacao nativa e estima-se
que cerca de 40% do bioma ja tenha sido desmatado (ROESLER et al., 2007).

Nos ultimos 35 anos mais de metade da extensdo original do Cerrado foi
substituida por plantagdes de soja e por pastos para a criagdo de gado de corte. Um
relatério técnico da Conservagéao Internacional — Brasil demonstra que os desmatamentos
anuais das areas de Cerrado chegam a 1,1%, o que representa uma perda de 2,2 milhdes
de hectares ao ano. Se esse ritmo for mantido, ainda de acordo com esse relatério, que
se baseou em dados obtidos por satélite, o Bioma Cerrado tera sido eliminado por volta
do ano 2030. Essa intensa destruicdo do Cerrado é resultado do aumento na freqiiéncia e
na intensidade das atividades antropicas, como a exploragdo madeireira, a pecuaria, o
uso indiscriminado do fogo e da expansao de culturas como a de cana-de-agucar e de
frutos citricos (PEREIRA-SILVA et al., 2004).

Apesar da iniciativa de protecdo ambiental, a exploracé&o dos recursos naturais ndo
se da de forma racional e sustentavel. Devido ao crescimento econémico, esta exploragcao
privilegia o lucro em detrimento da preservacao, contribuindo para a devastacao
acelerada e mudancas da paisagem e coberturas vegetais, antes mesmo que a
comunidade cientifica promova o conhecimento necessario para a protecdo e

conservagao da biodiversidade. Varios pesquisadores estimaram que, até o ano de 1992,
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aproximadamente 50% do bioma cerrado ja perdeu sua cobertura natural e que,
provavelmente, mais de 40% do restante estdo comprometidos (MARTINS, 2006).

O nivel de conhecimento sobre técnicas de plantio de frutas nativas do Cerrado
ainda é incipiente, pois essas plantas encontram-se ainda em estado selvagem,
apresentando grande variabilidade genética (SILVA et al., 1987).

Os frutos nativos do Cerrado — base de sustentagdo da vida silvestre e fonte de
alimento para as populagdes rurais — possuem enorme valor nutritivo. A comercializagao
das frutas nativas do Cerrado ¢é realizada as margens das rodovias, em alguns mercados
e em feiras da regido, com grande aceitacdo popular. Além de consumidas in natura,
essas frutas podem ser transformadas em sucos, sorvetes, licores, paes e bolos
(ALMEIDA, 1998).

Muitas espécies nativas do cerrado possuem caracteristicas peculiares, formas
variadas, cores atrativas e sabores caracteristicos; e constituem importantes fontes em
potencial de exploragao econémica, tais como Murici, Guapeva, Gabiroba, Cajuzinho do

Cerrado, Araticum, Cagaita, Mangaba, Lobeira, Baru, Jatoba e outros (MARTINS, 2006).

2.8.1 Frutos do Cerrado

2.8.1.1 Gabiroba

A Gabiroba também é conhecida por Guavira ou Gabiroba do campo. Seu nome
cientifico € Compomanesia cambessedeana O. Berg. Ela pertence a familia Myrtaceae
(GOMES, 1977; SILVA et al.,, 2001). A familia inclui cerca de 130 géneros e 4000
espécies com distribuicdo predominantemente pantropical e subtropical, concentrada na

regido neotropical e Australia. Myrtaceae representa uma das maiores familias da fl ora
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brasileira, com 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies (CASTRO & LORENZZI,
2005).

A arvore da Gabiroba pode atingir até 15 m de altura, tronco ereto com casca
levemente sulcada e copa densa. As folhas sdo verde-claras, que exalam aroma
caracteristico quando maceradas. Flores pequenas de coloragdo creme-esbranquigada.
Florescem de setembro a novembro (ALMEIDA et al.,1998).

Os frutos possuem de 1 a 3 cm de comprimento por 2 a 3 cm de didmetro, com
peso de 1 a 3 gramas. Os frutos sao arredondados de coloragido verde- amarelada. A
polpa é esverdeada, suculenta, envolvendo numerosas sementes (Figura 4). Frutifica de
dezembro a maio. O cultivo ocorre de forma nativa nas regides de mata. Multiplica-se por
sementes, preferindo climas quentes, porem com poucas chuvas (MARTINS, 2006).

Existem no Brasil, no entanto, muitas espécies e variedades de frutas que levam
esse mesmo nome de origem indigena. Algumas se desenvolvem em formagoes
arbustivas; outras tém o porte de grandes arvores e chegam a alcangar entre 8 e 25
metros de altura (GOMES, 1977).

A gabiroba ocorre no cerrado, cerraddo, campo sujo (Silva et al., 2001) e mata
ciliar (DURIGAN e NOQUEIRA, 1990; MARINHO et al., 2002). E uma planta de ampla
distribuicao, podendo ser encontrada nos estados de Sao Paulo, Tocantins, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal, Bahia, parte austral de Minas Gerais até a
Santa Catarina, chegando as regides adjacentes da Argentina, do Paraguai (LEGRAND e
KLEIN, 1977) e do Parana.

A polpa é consumida in natura e em forma de sucos e geléias (GOMES, 1977). Os
frutos sado utilizados também como matériaprima para a fabricacao de licor e vinho. Planta

considerada medicinal possui propriedades antidiarréicas, sendo suas cascas e suas
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folhas usadas sob a forma de chas (FERREIRA, 1972). Além disso, a planta é melifera,

sendo importante para o pasto apicola.

Figura 4. Gabiroba (MOREIRA, 2011)

2.8.1.2 Guapeva

A Guapeva pertence a familia Sapotaceae, seu nome cientifico € Pouteria cf.
guardneriana Radlk. Também conhecida por péssego do campo e cabo de machado.
Seus frutos possuem dimensdes de 4 a 5 cm de comprimento por 4 a 5 de diametro,
como pode ser visualizada na Figura 5.

A polpa pode ser consumida in natura. Os frutos devem ser partidos e lavados em
agua corrente para a retirada do latex ou leite (GOMES, 1977).

As plantas do género Pouteria tém sido utilizadas na alimentacdo e também na
medicina popular. Algumas atividades biolégicas sao reportadas as espécies desse
género, tais como, antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana e antifungica (SILVA et

al., 2009).
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Figura 5. Guapeva (SILVA et al., 2001)

2.8.1.3 Murici

O Murici possui nome cientifico Byrsonima verbascifolia Rich. Ele é pertencente a
familia Malpighiaceae (MARINHO et al., 2002). A familia Malpighiaceae possui 66
géneros e 1200 espécies. No Brasil ocorrem 38 géneros e aproximadamente 300
espécies.O Género Byrsonima possui 150 espécies (CASTRO, 2005).

Em suas diferentes variedades, os muricis distinguem-se, também, por suas cores
e locais de ocorréncia. Assim, sdo conhecidos o murici-amarelo, o murici-branco, o murici-
vermelho, o murici-de-flor- branca, o murici-de-flor-vermelha, o murici-da-chapada, o
murici-da-mata, o murici-da-serra, o murici-das- capoeiras, o murici-do-campo, 0 murici-
do-brejo, o murici-da-praia, entre outros (SILVA et al., 2001).

Seus frutos possuem de 1 a 2 cm de comprimento por 1 a 2 cm de diametro. A
arvore do Murici possui até 5 m de altura com tronco cilindrico, casca escura, aspera e
copa estreita. As folhas sdo verdes e rigidas. As flores possuem coloracdo alaranjada
aparecendo de janeiro a margo (SILVA, et al., 2001).

A polpa do fruto é branca e a casca amarelada, como pode ser vista na Figura 6.
Possui forma arredondada, com polpa carnosa e translicida e sementes de coloracao

creme. Frutifica de abril a junho (MARTINS, 2006).
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A espécie tem ampla distribuicdo nos cerrados brasileiros (RATTER & DARGIE,
1992), principalmente no Cerrado sensu stricto e Campos Cerrados, também, na Mata
Atlantica. Ocorre no Distrito Federal e nos Estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Bahia, Tocantins e Paraiba.

A floragdo ocorre entre agosto e dezembro e a frutificacdo entre outubro e
fevereiro em areas de cerrado (SILVA JUNIOR, 2005).

Na medicina popular, a casca é antidiarréica, febrifuga e adstringente.Contém 15
a 20% de tanino (Brandao, 1991). Os frutos, quando ingeridos comagucar, fornecem um
laxante brando, além de serem utilizados para combater tosse e bronquite. O ramo com
folhas é anti-sifi litico, emético e diurético. E téxico em doses elevadas. A espécie possui
potencial forrageiro podendo, também, ser empregada como ornamental. Da semente é
extraido um dleo utilizado pela industria alimenticia e farmacéutica. O murici vem sendo
explorado de forma extrativista em agrupamentos nativos e, esporadicamente, € cultivado

em pomares domeésticos (SOUZA et al., 2003)

Figura 6. Murici (MARIANO, 2011)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes nas frutas Gabiroba,
Guapeva e Murici, provenientes do bioma Cerrado brasileiro, bem como a determinacao
de atividades biolégicas como a antioxidante, anticancer, antiinflamatéria, antimutagéncia,
antigenotéxica foram avaliadas procurando caracterizar de forma completa estes trés
frutos selecionados a fim de que eles possam ser utilizados como alimento funcional,

cosmeéticos e em industrias farmacéuticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar os compostos fendlicos pelo método de Folin Ciocalteau;

- Quantificar os flavondides totais para amostras de frutas;

- Determinar a atividade antioxidante através dos métodos 2,2- Diphenyl — 1- picrylhydrazil

(DPPH), Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), Oxygen Radical Absorbance

Capacity (ORAC) e Peroxyl Radical cavenging Capacity (PSC);

- Identificar e quantificar dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

- Quantificar os compostos fendlicos pelo método de Folin Ciocalteau das amostras de

plasma;

- Determinar a atividade antioxidante através dos métodos TEAC e ORAC das amostras

de plasma;
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- ldentificar os compostos fendlicos das amostras de plasma por Espectrometria de
Massas;

- Avaliar o potencial mutagénico / antimutagénico in vivo pelo teste de micronucleo;

- Determinar a atividade antiproliferativa frente a 8 linhagens tumorais humanas;

- Avaliar a atividade genotéxica in vivo pelo ensaio cometa;

- Determinacdo da atividade antiproliferativa / citotoxica frente a linhagens de linhagem
HepGy;

- Determinagao da atividade antioxidante celular in vitro em linhagem HepG..

4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DAS FRUTAS DO CERRADO

Frutas maduras foram coletadas na regidao Centro Oeste do Brasil, no Bioma
Cerrado, especificamente na Fazenda Boa Vista, Municipio de Itapirapua, Estado de
Goias. Estas frutas foram transportadas até a Faculdade de Engenharia de Alimentos —

UNICAMP, por via rodoviaria, € mantidas a 6°C até o momento da extracao.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

As frutas do Cerrado selecionadas para o estudo foram: Guapeva, Murici e

Gabiroba. Apenas a Guapeva foi separada em semente, casca e polpa, as demais foram

analisadas inteiramente.
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Foram realizados dois tipos de extracdo, hidrofilica e lipofilica. Para a extracao

hidrofilica testou-se dois solventes, agua e etanol.

4.2.1 Extracao hidrofilica

= Solvente: agua
A fruta foi triturada no liquidificador com agua (1:3, m/v) durante 30 minutos.

Posteriormente este extrato foi filtrado com gaze e liofilizado.

= Solvente: etanol
A fruta foi triturada no liquidificador com etanol 95% (1:3, m/v) durante 30 minutos.
Posteriormente este extrato foi filtrado com gaze, o solvente foi evaporado no

rotaevaporador (45°C) e liofilizado.

4.2.2 Extracao lipofilica

A fruta foi triturada no liquidificador com hexano (1:3, m/v), durante 30 minutos.
Posteriormente este extrato foi filtrado com gaze, o solvente foi evaporado no

rotaevaporador (45°C) e liofilizado.
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4.3 ENSAIOS

4.3.1 Ensaios in vitro

4.3.1.1 Fendis totais

A determinacdo de fendis totais foi realizada de acordo com o método de Folin
Ciocalteau, descrito por Roesler et al. (2007).

A solugéo de extrato foi preparada na concentracdo de 0,5 mg/mL em metanol,
ultrassonificado por duas horas e filtrado com membrana de acetato celulose 0,45 micras.
A reacao ocorreu pela mistura de 0,5 mL extrato, 2,5 mL folin ciocalteau (10%) e 2,0 mL
carbonato de sédio (7,5%). A mistura foi incubada por 5 minutos a 38°C. A leitura foi
realizada no espectrofotdbmetro com leitor em cubetas, a 760 nm.

Fez-se uma curva padrdo utilizando-se diferentes concentra¢des de acido galico.
O resultado final foi expresso em miligrama (mg) de acido galico por 100 gramas (g) de

fruta fresca.

4.3.1.2 Flavonoides totais

O conteudo total de flavondides foi determinado pelo método colorimétrico descrito

por Yang et al. (2009).

Primeiramente 1,0 mL do extrato (1mg/mL, dissolvido na solugao de
tetrahidrofurano:etanol (1:1, v/v)) foi misturado com 0,5 mL de boroidreto de soédio (50
mM) e 0,5 mL de cloreto de aluminio (74,6 mM). Os tubos foram agitados a temperatura

ambiente por 30 minutos. Adicionou-se mais 0,5 mL de boroidreto de s6dio, nha mesma
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concentracdo, e a reagdo continuou em agitacao por mais 30 minutos. 2,0 mL de acido
acético resfriado (0,8 M) foram adicionados e os tubos foram cobertos contra a luz,
agitando-se por mais 15 minutos. 1,0 mL de cloranil (20,0 mM) foi adicionado a reagao e
os tubos foram colocados em banho seco a 95°C, sob agitagdo por 60 minutos. A reagéo
foi interrompida no banho de gelo. Completou-se o volume dos tubos com metanol até 4,0
mL. 1,0 mL de vanilina (16%) foi adicionada a cada tubo, entdo 2 mL de acido cloridrico
(12 M) foram adicionados e os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 15
minutos. Os tubos foram centrifugados a 2500 rpm (rotagdes por minuto) por 3 minutos.

200 pL foram adicionados em microplacas e a leitura foi realizada a 490 nm.

Construiu-se uma curva padrdao de Catequina e o resultado do conteudo de

flavondides foi expresso em mg de Catequina por 100 g de fruta fresca.

4.3.1.3 2,2- Diphenyl — 1- picrylhydrazil (DPPH)

4.3.1.3.1 DPPH | Trolox

A atividade antioxidante foi determinada seguindo-se o protocolo descrito por
Thaipong, et al. (2006). A reacdo ocorreu pela mistura de 50 pyL de amostra (na
concentracao de 1mg/mL, dissolvida em etanol), ou Trolox com 250 uL de DPPH (2,2-
Diphenyl — 1 — picrylhydrazil- Sigma, Aldrich) na concentragédo de 0,004%. No branco
adicionou-se 50 uL de etanol com 250 uL do radical. A leitura foi realizada no
espectrofotdmetro com leitor de microplacas, no intervalo de 30 minutos durante 1 hora e
meia, a 517 nm.

Para o calculo da % de inibicdo foi utilizada a equagéo: % Inibicao= [ (ABS -

ABSE ) Apppr] X 100, onde: ABSpppy = Absorbancia da mistura de 250uL de DPPH com
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50uL de etanol e ABSg,. = Absorbancia da mistura de 250uL de DPPH com 50uL de
extrato

Foi construida uma curva do padrdo Trolox (Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid, Sigma, Aldrich), com concentracdo de Trolox (UM) em fung¢ao da inibicao (%).

O resultado foi expresso em uyM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca.

4.3.1.3.2 DPPH 1Cs

A atividade antioxidante pelo método DPPH / ICs, foi determinada de acordo com
metodologia descrita por Roesler et al. (2006). A reacdo ocorreu pela mistura de
diferentes concentragdes de amostra (concentragdes necessarias para que a redugéo
seja no minimo de 70%), utilizou-se volume maximo de 200 uL, com volume fixo de 1000
ML de DPPH (concentragao de 0,004%). A leitura foi realizada no espectrofotdbmetro com
leitor em cubetas, no intervalo de 30 minutos durante 1 hora e meia, a 517 nm. O

resultado foi expresso em EC 50 (ug/mL de fruta fresca).

4.3.1.4 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

A atividade antioxidante foi medida pelo método TEAC baseada no método
descrito por Le et al, 2007.

O radical cation ABTS™ (2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- sulfonate, Sigma)
foi preparado de 12 a 16 horas antes do ensaio. A producdo do radical deu-se pela
mistura de uma solugéo aquosa de 7 mM de ABTS com 140mM de persulfato de potassio.

Este radical foi diluido com agua, para o ensaio hidrofilico e com etanol para o lipofilico,
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até que a absorbancia atingisse valor de 0,7000 +/- 0,02 a 734nm. Foram analisados os
extratos hidrofilicos e lipofilicos, na concentracdo de 1mg/mL, dissolvidos em 7%
Randomly Methylated f3 - Cyclodextrin, Cyclodex (RMCD).

O ensaio foi realizado em espectrofotbmetro com leitor de microplacas,
adicionando-se 50 uL de amostra / Trolox e 250 uL de radical ABTS'.

Foi construida uma curva com o padréo Trolox, redugdo (%) em fungdo da
concentragcao de Trolox. Os resultados foram expressos em uM Trolox equivalentes por

grama de extrato.

4.3.1.5 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

O ensaio ORAC foi realizado de acordo com o método descrito por Davalos et al,
2004, com modificagdes. Foram analisados neste experimento os extratos hidrofilicos e
lipofilicos.

O experimento foi realizado no leitor de fluorescéncia (Fluorimetro Novo Star, BMG
Labtechnologies, adquirido com verba CNPq, processo 481001/2007-7). A leitura foi
realizada a cada 1 minuto, durante 80 minutos, com emisséo a 520 nm e excitacdo a 485
nm e temperatura controlada a 37°C.

Para o ORAC hidrofilico misturou-se 20 uL de extrato (concentracdo de 1mg/mL,
diluido em etanol), 120 yL Fluoresceina (0,4 pg/mL) e 60 yL do radical AAPH (2,2 °-azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride, Aldrich) na concentracdo de 108 mg/mL. O
tampéo fosfato de potassio (pH 7,4; 75 mM) foi utilizado como solvente. Ja no ORAC
lipofilico adicionou-se 120 L do radical e a solugéo de 7% RMCD foi o solvente.

Para os calculos foi utilizada a equagao da area abaixo da curva (AUC).
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AUC = 1 + foffy + f5/fy + f4/f1 + fn/f,

Onde: f; = leitura da fluorescéncia no tempo 1 minuto, f, = leitura da fluorescéncia
no tempo 2 minutos e fn = leitura da fluorescéncia no tempo 80 minutos
O resultado final foi expresso em uM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta

fresca.

4.3.1.6 Peroxyl Radical Scavenging Capacity (PSC)

A atividade antioxidante foi medida pelo método PSC seguindo-se o método

proposto por He & Liu, 2006.

O composto diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma, Aldrich) (2,48
mM, em metanol) foi hidrolisado com 893 uL de Hidréxido de potassio durante 5 minutos
para remogao do diacetato. Posteriormente esta mistura foi diluida com tampao fosfato de

potassio (75 mM, pH 7,4) até volume final de 8 mL.

O extrato foi preparado nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20 mg/mL, sendo
diluido em tampéo fosfato de potassio). O volume de 100 pyL de extrato foi misturados
com 100 uL de diclorofluoresceina e agitados a 1200 rpm por 20 segundos. A reacao foi
iniciada pela adicao de 50 pL de ABAP (2,2°-Azobis (amidinopropane), Wako Chemicals)
na concentragdo de 200 mM (preparado em tampao fosfato de potassio). A leitura foi
realizada no leitor de fluorescéncia durante 40 minutos, com emissdo a 520 nm e

excitacdo a 485 nm e temperatura controlada a 37°C.

A AUC foi integrada e usada como base para o calculo da atividade antioxidante

por meio da equacgao:
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PSC unidade = 1 - (SA/CA)

Onde, SA é a AUC para a amostra ou padréao e CA é a AUC do controle de reagao

(acido ascorbico).

4.3.1.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O ensaio CLAE foi realizado de acordo com metodologia descrita por Scherer &
Godoy (2007). Os ensaios cromatograficos de validacdo do método, identificagdo e
quantificagdo foram realizados no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, HP 1100
(Agilent), com detector de arranjo de diodos (280 e 320 nm), e coluna RP-C18 VYDAC™
(5um, 250 x 4,6mm). O fluxo utilizado foi de 0,7 mL por minuto. A fase mével e o gradiente

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente utilizado no ensaio de Cromatografia liquida de alta eficiéncia

TEMPO (minutos) Agua + 0,1% Acido féormico Metanol + 0,1% Acido férmico

0 85 15
10 50 50
25 20 80
35 85 15

4.3.1.7.1 Validacao

A validacdo do método cromatografico foi realizada seguindo os parametros da

linearidade, repetitividade, limite de quantificagéo e limite de deteccgéao.

75



4.3.1.7.1.1 Linearidade

Misturaram-se oito padrdes antioxidantes, sendo eles: Acido Galico (Sigma),
Catequina (Sigma), Epicatequina (Sigma), Etil Galato (Fluka), Acido Ferrulico (Aldrich),
Propil Galato (Aldrich), Resveratrol (Sigma) e Acido Cinamico (Aldrich) e foram feitos sete
solugbes, cada uma com concentracao diferente. Realizou-se a média das areas e
construiu-se uma curva para cada um dos padrdes, o R? deveria ser acima de 0,99 para

que a linearidade fosse aceita.

4.3.1.7.1.2 Repetibilidade

Foram feitas dez inje¢cbes de uma mistura de quinze padrées antioxidantes, ambos
na concentragdo de 0,025 mg/mL, sendo eles: Acido galico, Acido protocatecuico (Fluka),
Catequina, Metil Galato (Fluka), Acido vanilico (Fluka), Etil galato, Acido ferrulico, Propil
galato, Rutina (Sigma), Miricetina (Fluka), Acido Cinamico, Quercetina, Luteolina (Sigma),
Kaempferol (Sigma), Apigenina (Sigma).

Foi encontrada a area de cada um dos padrdes presentes na mistura. Fez-se a

média, desvio padrdo e o coeficiente de variagcao (%).

4.3.1.7.1.3 Limite de Detecgao / Limite de Quantificacao

Para a determinagéo dos limites de deteccao e quantificagcdo, foram seguidas as
seguintes etapas: No cromatograma onde se injetou apenas metanol, mediu-se a
amplitude do sinal ruido no tempo de retengdo de cada um dos padrbes, levando em
consideracao o inicio e final do pico. Fez-se a diferencga entre o valor final e inicial. Mediu-

se a amplitude do sinal ruido para cada um dos padrdes, esta medida foi feita no
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cromatograma de concentragdo mais baixa do padrdo ou na concentracdo em que a
amplitude do sinal ruido do padrao se aproximasse mais do valor da amplitude do sinal
ruido do branco.

O pico do padrao presente na amostra deve ter amplitude no valor de 3 vezes o
sinal ruido no branco, no caso da determinagao do limite de detecg¢do. Para o limite de
quantificagao, a amplitude do sinal ruido do branco deve ser multiplicada por 5.

Para a determinagao dos limites, seguiu-se a seguinte equacgao:

LD = Concentracao do padrao x (Amplitude sinal ruido 1o branco X 3)

AmphtUde sinal ru |d0 na mesma concentragéo do padrao

LQ = Concentragado do padrao x (Amplitude sinal ruido 1o branco X 5)

Amp“tUde Sinal ru |d0 na mesma concentracédo do padrdo

4.3.1.7.2 ldentificacdo e Quantificagdo dos padrdes presentes nas amostras

Os picos foram identificados pela comparagao do tempo de retengao, comparagao
do espectro UV-visivel e eluicdo com padrdes antioxidantes.
A quantificacdo foi feita usando curva de padronizagdo externa com no minimo

seis pontos.
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4.3.2 Atividade antioxidante em plasma de animais alimentados com frutas

O ensaio animal foi realizado com ratos Wistar machos, procedentes do Centro

multidisciplinar para investigagdo na area de animais de laboratério (CEMIB) da

UNICAMP.

O experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal

(COBEA) tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal

CEEA/Unicamp/Brasil (Protocolo n° 1053-1).

Os animais foram mantidos durante todo o experimento em temperatura controlada

(22 £ 2°C), com periodos alternados de claro e escuro de 12 horas. Os animais foram

divididos aleatoriamente em 7 grupos (com 6 animais cada) (Tabela 2).

Tabela 2. Ensaio Antioxidante in vivo, grupos / extratos

GRUPOS EXTRATO
G1 Controle
G2 Gabiroba
G3 Guapeva casca
G4 Guapeva semente
G5 Guapeva polpa
G6 Murici

A solugdo aquosa do extrato de fruta foi preparada na concentracdo de 50 mg de

acido galico/kg de P.C., com base no ensaio in vitro de Fendis Totais, e administrada por

gavagem (2,0 mL). O grupo controle recebeu agua por gavagem (BOMBARDELLI &

MORAZZONI, 1995). O peso dos ratos deve ser de aproximadamente 180 g.
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Para a determinagéo da cinética de absor¢do, o sangue dos animais tratados foi
retirado nos periodos de 30, 60 e 120 minutos apds a gavagem. O sangue foi coletado
sem sacrificio dos animais. O objetivo foi a verificacdo da concentragdo dos antioxidantes
no plasma por meio dos métodos ORAC e TEAC, como também a concentragéo de fendis
totais pelo método de Folin Ciocalteau, previamente descritos anteriormente. A partir dos
resultados obtidos pelos ensaios ORAC /| TEAC e Fendis Totais, as amostras de plasma
com melhores resultados foram analisadas por Espectrometria de Massas (ESI-MS) para
identificagdo dos compostos fendlicos presentes em cada grupo de animais.

Os animais foram anestesiados individualmente com halotano. Aproximadamente
500 pL de sangue foram retirados do pleso retro-orbitalar com capilar contendo heparina.
O sangue foi colocado em tubos heparinizados, depois seguiu-se para a centrifugacao a
3000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C, e depois foi armazenado a —70°C. Apds a coleta de

sangue os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.3.2.1 Testes de extracdo de polifendis em plasma

Foram selecionadas cinco métodos para teste de extracdo de polifendis em
plasma, a saber os protocolos descritos por: Prior et al, 2003, Serafini et al, 2002,
Gardana et al, 2007, Serafini et al 1998 e Ghiselli et al., 1995, os quais sao descritos em

seguida. O melhor método de extragao foi avaliado pelo ensaio ORAC preliminar.

a. Meétodo segundo Ghiselli et al. (1995)
As proteinas do plasma foram precipitadas com sulfato de aménio. Um volume de
100 pL de plasma foi diluido com 100 yL de tampéo fosfato (76mM, pH 7,0) e 800 uL de

solugao saturada de sulfato de aménio. Esta mistura foi agitada e mantida em banho de
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gelo por 90 minutos. As amostras foram centrifugadas a 100.000 g por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi estocado em banho de gelo, enquanto o sobrenadante foi
ressuspenso em 1 de solugdo saturada de sulfato de amoénio (80%) e centrifugada como
anteriormente descrito. O primeiro sobrenadante foi misturado com o segundo, e

ressuspenso com tampéao fosfato.

b. Método segundo Serafini et al. (1998)

Os compostos fendlicos foram determinados apds o procedimento de extracao /
hidrolise, precipitando proteina com acido Metafosférico 0,75 mol/L. Para hidrélise das
formas de fendlicos conjugados, 1mL de HCI 1,0 mol/L foi adicionado para 500 uL de
amostra (plasma), e agitou-se por 60 segundos vigorosamente. Esta mistura foi incubada
por 30 minutos a 37°C. Este passo quebra as ligagdes dos polifendis com os lipidios e
promove a primeira extragao dos polifendéis. Entdo 1,0 de acido metafosférico 0,75 mol/L
foi adicionado e agitado por 3 minutos para remover as proteinas do plasma, a amostra foi
centrifugada a 1500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e mantido em gelo e
no escuro. Enquanto isso os polifendis foram extraidos novamente na porg¢ao do
precipitado, pela adicdo de 1,0 da solugao de acetona:agua (1:1, v/v) e centrifugada por
10 minutos a 2700g. Os dois sobrenadantes foram combinados e filtrados. Um volume de

200 pL de amostra foi utilizado nos ensaios.

c. Método segundo Prior et al. (2003)
As amostras de plasma estocadas a —70°C foram descongeladas lentamente,
misturando no vértex e centrifugando se necessario. Um volume de 100 pL de plasma foi
transferido para um tubo de vidro, 200 pL de etanol e 100 uL de agua foram adicionados e

misturados. Um volume de 400 uyL de acido perclérico 0,5M foi adicionado para a
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precipitacdo de proteina. A amostra foi centrifugada por 5 minutos a 14000 rpm. Do

sobrenadante 160 uL foram adicionados a 840 uL de tampéao fosfato.

d. Método segundo Gardana et al. (2007)

Os polifendis conjugados foram hidrolisados pela incubagéo de 100 uL de plasma
heparinizado com 100 pL de glucuronidase / sulfatase (1 unidade/uL) e 50 pL de tampao
acetato de sdédio 0,1mol/L, pH 5,2 contendo morina (50ng/mL) como padrao interno a
37°C por 18 horas. A mistura foi extraida com 500 yL de acetato de etila, agitando no
vortex e centrifugando a 1000g por 1 minuto. Um volume de 400 yL de sobrenadante foi

seco com nitrogénio e o residuo foi dissolvido com 100 yL metanol.

e. Método segundo Serafini et al. (2002)

Para a hidrolise enzimatica, 0,5 mL de solugcdo da enzima Sulfatase da Helix
pomatia (Sigma) (5,5x10° unidadesl/litro) foram adicionados a 0,5 mL de plasma. A mistura
foi incubada a 37°C por 45 minutos. Imediatamente realizou-se a hidrélise acida
adicionando 1 mL de HCI — Metanol (1:1, v/v) por 30 minutos a temperatura ambiente. Os
fendis foram extraidos pela adigcdo de 2 mL de acetato de etila, seguido pela agitagao e
sonificagdo por 1 minuto antes da centrifugagdo a 1700 g por 5 minutos. O procedimento
de extracdo foi repetido duas vezes e as duas fases organicas foram combinadas e
evaporadas com nitrogénio. Os residuos foram dissolvidos em 250 uL de tampéao fosfato

pH 2,8 e metanol (1:1, v/v).
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4.3.2.2 Espectrometria de massas (ESI-MS)

A identificagdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras de plasma seguiu
protocolo descrito por Leite et al. (2011). A quantidade de 5 uL de extrato foi diluido em
995 pL de metanol/agua (1:1) e 0,1% de acido féormico. A analise foi realizada no
Micromass Q-TOF mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK). As condi¢des gerais
do equipamento foram: temperatura da fonte 100°C, voltagem do capilar 3 kV. As

medidas foram realizadas por infusao direta com fluxo de 10uL por minuto.

4.3.3 Ensaio de mutagenicidade (Teste de Microntcleo)

O ensaio de Mutagenicidade foi realizado pelo teste de Micronucleos descrito por
Delmanto, et al, 2001. Todos os Principios Eticos para Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA) foram cumpridos na realizagdo deste
experimento, mediante aprovacdo do Comité de Etica na Experimentagcdo Animal da
Universidade Federal de Alfenas (CEEA-Unifal-MG, protocolo nimero 226/2009).

Para avaliagcdo da mutagenicidade in vivo dos extratos selecionados obtidos de
frutas nativas do bioma Cerrado brasileiro, Guapeva (semente, casca e polpa), Gabiroba
e Murici, foram utilizados camundongos Swiss albinos machos, com 6-7 semanas de
idade e 25 + 5g de P.C. médio. Os animais permaneceram durante todo o periodo em
caixas de polietileno do Biotério Central da instituicdo sob temperatura de 22 + 2°C sendo
uma caixa para cada grupo de animais; umidade relativa do ar de 50 * 20% e ciclo
claro/escuro de 12h/12h. Durante todo o experimento, os camundongos receberam ragao

comercial sob a forma de pellets e agua ad libitum.
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Foram utilizados 136 animais, sendo 6 animais para cada um dos grupos dos
extratos e 8 animais para os grupos controles. Foi estabelecido um grupo controle positivo
e outro negativo, ambos receberam via gavagem, 0,1 mL de agua destilada.

Foram avaliadas duas concentracdes (200 e 400 mg de extrato por kg P.C.) de
cada um dos extratos vegetais, previamente solubilizados em agua filtrada, administrados
aos animais via gavagem, uma vez ao dia, sempre no mesmo horario, no volume de 0,1
mL.

Grupos especificos de animais receberam, ao 15° dia do experimento, aplicagao
intraperitoneal de Ciclofosfamida (Cyclophosphamide Monohydrate, Sigma, CPA),
substancia mutagénica érgao-especifica da medula 6ssea. A dose Unica foi padronizada
em 50 mg/kg de P.C. (POCA et al.,, 2008). Enquanto os demais grupos receberam
aplicagao intraperitoneal de soro fisiolégico (NaCl, 0,9%).

Na Tabela 3 esta descrito o desenho experimental.

Tabela 3. Desenho experimental para ensaio de mutagenicidade pelo teste de Micronucleo em
medula 6ssea

EXTRATOS 1° ao 15° dia 15° dia
Murici 200 mg/kg P.C". CPA”
Murici 200 mg/kg P.C". NaCI™
Murici 400 mg/kg P.C". CPA”
Murici 400 mg/kg P.C". NaCI™
Gabiroba 200 mg/kg P.C". CPA”
Gabiroba 200 mg/kg P.C". NaCI™
Gabiroba 400 mg/kg P.C". CPA”
Gabiroba 400 mg/kg P.C". NaCI”™

Guapeva semente 200 mg/kg P.C". CPA”
Guapeva semente 200 mg/kg P.C". NaCI™
Guapeva semente 400 mg/kg P.C". CPA”
Guapeva semente 400 mg/kg P.C". NaCl™

Guapeva casca 200 mg/kg P.C". CPA”
Guapeva casca 200 mg/kg P.C". NaCI™
Guapeva casca 400 mg/kg P.C". CPA”
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EXTRATOS 1° ao 15° dia 15° dia

Guapeva casca 400 mg/kg P.C". NaCl
Guapeva polpa 200 mg/kg P.C’. CPA”
Guapeva polpa 200 mg/kg P.C". NaCl™
Guapeva polpa 400 mg/kg P.C". CPA”
Guapeva polpa 400 mg/kg P.C". NaCI™
Controle positivo NaCl™ CPA”
Controle negativo NaCl™ NaCl™

*mg/Kg P.C = mg de extrato por quilo de P.C. animal, CPA** = Ciclofosfamida,
NaCl*** = Soro fisiolégico

Apods o sacrificio do animal, limpou-se a perna com alcool 70%, cortou-se a pele
que cobre a perna, e retirou-se o fémur (mantendo o maximo possivel a integridade da
peca). O excesso de tecido foi retirado com tesoura, pinga e papel toalha. O procedimento
foi repetido para o segundo fémur. A epifise proximal do fémur foi cortada para expor o
canal da medula. A agulha da seringa (que foi previamente preenchida com soro fetal
bovino) foi inserida firmemente na abertura do fémur, injetando-se o soro fetal bovino, de
modo a empurrar a medula para dentro de um tubo de centrifuga (tubo falcon),
previamente marcado com codigo do animal. O material da medula 6ssea foi
ressuspendido em soro fetal bovino, por varias vezes, com o auxilio de uma pipeta
pasteur, até a obtencdo de uma suspensdo homogénea. A suspensao foi centrifugada por
5 minutos, a 1000 rpm e o sobrenadante o sobrenadante descartado e o sedimento
ressuspendido. Os esfregagos foram preparados pingando-se duas gotas da suspensao
na extremidade fosca de uma lamina (previamente marcada com o cédigo do animal), e,
com o auxilio de outra lamina fez-se o esfregagco (RIBEIRO, & MARQUES, 2003). As
preparacdes foram secas ao ar. Foram preparadas duas laminas de cada animal. As

células sao coradas apos 24 horas da preparacao das laminas.
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As laminas foram coradas com corante Leishman (Eosina azul de metileno,

Merck), seguindo o procedimento a seguir.

a) Cuba A = contendo corante Leishman puro por 3 minutos

b) Cuba B = contendo corante diluido (1 parte corante Leishman : 6 partes de
agua) por 15 minutos

c) Lavagem com agua corrente

d) Lavagem com agua destilada

e) Secagem

Acerca da preparacdo das laminas dos eritrécitos monocromaticos de medula
Ossea, foi utilizada a metodologia segundo McGregor et al. (1987), técnica realizada por
diversos pesquisadores para o estudo de agdo mutagénica / antimutagénica em
alimentos.

O exato numero de 1000 eritrécitos policromaticos (PCE, eritrocito imaturo, em um
estagio intermediario de desenvolvimento, que ainda contém ribossomos) de cada animal
foi analisado, utilizando microscépio 6ptico em aumento de 1000 vezes (imersao). A
analise das laminas foi realizada sob teste cego e as mesmas foram decodificadas ao
final do experimento. A propor¢cdo (PCE): Eritrocito normocromatico (NCE, eritrocito
maduro, sem ribossomos) em 500 células foi utilizada para teste de citotoxicidade. Outro
conceito importante € o de micronucleos, que consiste numa porcao citoplasmatica de
cromatina de forma redonda ou ovalada que se localiza perto do nucleo (ANDRADE et al.,
2005).

A porcentagem de micronucleos (MNPCE) foi determinada pela seguinte equacgao:
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% MNPCE = z MNPCE x 100

N° de células analisadas

O numero de micronucleos esperado foi obtido pela equagao a seguir e utilizado

para analise estatistica:

MN esperado= N° células analisadas x MN

2 n° células analisadas do grupo

A porcentagem de reducgao foi calculada pela seguinte equagao (Delmanto, et al,

2001):

Reducdo (%)=  MN “A” — MN “B’

MN “A” — MN “C” x 100

Onde, “A” é o controle positivo, “B” € o grupo tratado com extrato + CPA, e “C” é o

controle negativo.

Por fim, a frequiéncia de PCEs micronucleados de todos os grupos foi testada pelo

método estatistico Qui-quadrado com significancia de p<0,05.

O calculo do Qui — quadrado (x?), pode variar de acordo com o nimero de células

analisadas:
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1. Quando o numero de células analisadas dos dois grupos comparados foi igual,

o valor do x? foi obtido pela equagéo:

x* = (MN1 — MN esperado total)2 +  (MN2 — MN esperado total)2

MN esperado total MN esperado total

2. Quando o numero de células analisadas dos dois grupos comparados foi

diferente, o valor do x? foi obtido pela equagao:

X2= (MN1 - MN esperado1)2 + (MNZ - MN esperado 2)2

MN esperado 1 MN esperado 2

De acordo com a tabela do x%, com p < 0,05, quando x? for maior que 3,84,

significa que os dois grupos comparados sao estatisticamente diferentes.

4.3.4 Teste antiinflamatorio (Edema de Pata)

Todos os Principios Eticos para Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) foram cumpridos na realizagdo deste experimento,
mediante aprovagdo do Comité de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Alfenas (CEEA-Unifal-MG protocolo niumero 226/2009).

Ratos machos Wistar, pesando entre 200-300 g, foram separados em 12 grupos,
com 6 animais por grupo.

Os animais permaneceram durante o periodo de crescimento em caixas de
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polietileno no Biotério Central sob temperatura de 22 + 2°C; umidade relativa do ar de 50
+ 20% e ciclo claro/escuro de 12h/12h. Durante todo o experimento, os ratos receberam
racao comercial sob a forma de pellets e agua filtrada ad libitum

Vinte e quatro horas antes do inicio dos experimentos, os animais foram
transferidos para o laboratério e mantidos somente com agua ad libitum.

Foram avaliadas duas concentragdes (200 e 400 mg extrato por kg P.C.) de cada
um dos extratos, Guapeva (semente, casca e polpa), Gabiroba e Murici. Além do grupo
dos extratos, também havia dois controles, um recebeu apenas o veiculo, agua, e o

controle positivo que recebeu Indometacina (5mg/kg P.C.) (Tabela 4).

Tabela 4. Desenho experimental para ensaio antiinflamatério pelo teste de Edema de pata

EXTRATOS CONCENTRAGAO EXTRATO
Murici 200 mg/ kg P.C.*
Murici 400 mg/ kg P.C.*
Gabiroba 200 mg/ kg P.C.*
Gabiroba 400 mg/ kg P.C.*
Guapeva semente 200 mg/ kg P.C.*
Guapeva semente 400 mg/ kg P.C.*
Guapeva casca 200 mg/ kg P.C.*
Guapeva casca 400 mg/ kg P.C.*
Guapeva polpa 200 mg/ kg P.C.*
Guapeva polpa 400 mg/ kg P.C.*
Controle negativo Indometacina
Controle positivo Agua

*mg/Kg P.C = mg de extrato por quilo de peso corpéreo animal

O teste antiinflamatério foi realizado pelo ensaio de Edema de pata descrito por
Winter et al. (1962). Os extratos de frutas / veiculo foram administrados por gavagem.
Apds 60 minutos, os animais foram submetidos a uma injecao sub-plantar de 0,1 mL de

carragenina 1% em soro fisiolégico (NaCl) na pata traseira direita.
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O volume da pata do animal foi medido imediatamente antes e apds a inje¢cao do
agente edematdgenico e em intervalos pré-estabelecidos, utilizando um
hidropletismdémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Itdlia) submergindo as patas direitas
posteriores dos animais, até o maléolo lateral (Figura 7), em um recipiente contendo uma
solugao de extran neutro 2,5% em salina 0,9%, conectado por um sistema de vasos
comunicantes a um outro menor, contendo um transdutor de volume ligado a um
multimetro digital. As variagbes de volume, mediante a imersdo das patas no recipiente
maior, foram numericamente registrados no multimetro digital nos tempos zero
(imediatamente apds as inje¢cdes de carragenina, volume basal) 60, 120, 180 e 240
minutos apods a injecao do agente flogistico (Figura 7).

As respostas edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata
(mL), calculado por subtracdo do volume basal. Os resultados do efeito antiinflamatério
(%) foram apresentados como média + erro padrdo da média, para cada grupo de

tratamento, de acordo com a equacao:

Efeito antiinflamatorio (%) = 100 — (Volume pata extrato X 100)

(Volume pata controle negativo)

89



Figura 7. Representagao fotografica do teste Edema de pata

4.3.5 Teste de genotoxicidade (Ensaio Cometa)

O ensaio Cometa foi realizado de acordo com protocolo descrito por Olive &
Banath (2006).

O teste foi realizado em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotados pelo colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal CEE/Unicamp/Brasil
(Protocolo n°® 2112-1).

Para avaliagdo da genotoxicidade in vivo dos extratos selecionados obtidos de
frutas nativas do bioma Cerrado brasileiro, Guapeva (semente, casca e polpa), Gabiroba
e Murici, foram utilizados camundongos Swiss albinos machos, com 6-7 semanas de
idade e 25 + 5g de P.C. médio. Os animais permaneceram durante todo o periodo em

caixas de polietiieno do Biotério Central da instituicdo sob temperatura de 22 + 2°C
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umidade relativa do ar de 50 £ 20 % e ciclo claro/escuro de 12h/12h. Durante todo o
experimento, os camundongos receberam ragao comercial sob a forma de pellets e agua
filtrada ad libitum.

Foram utilizados 66 animais, divididos em 11 grupos, sendo 2 grupos para cada
extrato de fruta (2 concentracdes diferentes) e 1 grupo controle.

Foram avaliadas duas concentragdes (200 e 400 mg extrato por kg P.C.) de cada
um dos extratos, previamente dissolvidos em &agua, administrados aos animais via
gavagem, uma vez ao dia durante 1 semana de tratamento, sempre no mesmo horario, no
volume de 0,1 mL. O grupo controle recebia 0 mesmo volume de agua destilada por

gavagem (Tabela 5).

Tabela 5. Desenho experimental para ensaio Cometa in vivo

EXTRATOS CONCENTRAGAO EXTRATO
Murici 200 mg/ kg P.C.
Murici 400 mg/ kg P.C.
Gabiroba 200 mg/ kg P.C.”
Gabiroba 400 mg/ kg P.C.
Guapeva semente 200 mg/ kg P.C.
Guapeva semente 400 mg/ kg P.C.
Guapeva casca 200 mg/ kg P.C.
Guapeva casca 400 mg/ kg P.C.
Guapeva polpa 200 mg/ kg P.C.
Guapeva polpa 400 mg/ kg P.C.
Controles Agua

*mg/kg P.C = mg de extrato por quilo de peso corpéreo animal

Seguem abaixo protocolos para preparo das solugbes utilizadas no ensaio

Cometa.
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a) Solugao de Lise (estoque)

Para 1 litro de solugao utilizou-se: 146,1 g de NaCl (2,5 M), 37,2 g de EDTA sal
dissédico P.A. (100mM, Synth) e 1,2 g de Tris (Merck, C4H{1NO3). Os reagentes foram
misturas e dissolvidos em 1 litro de agua Milli Q. Acertou-se o pH para 10 utilizando NaOH
(hidréxido de sédio, puro, pd, Synth). Esta solugao foi conserda em gelaeira, abrigada da

luz por no maximo 1 més.

b) Solucao de Lise (uso)
Para 100 mL de solugdo utilizou-se: 1 mL de Triton 100x (Merck) e 10 mL de
DMSO (Synth), a solugao foi completada com a solugéo lise estoque. Esta solugéo foi

preparada no escuro apenas ho momento de uso, e mantida na geladeira até atingir 4°C.

c) Solugao de eletroforese
Foram preparadas separadamente duas solugdes, (i) EDTA e (ii) NaOH. Misturou-
se 5 mL da solucgédo (i) com 30 mL de solugao (ii), completando o volume para 1 L com

agua Milli Q. O pH foi acertado para 13. Esta solu¢ao nao foi reaproveitada.

d) Solugao de EDTA (i)
Adicionou-se 14,89 g de EDTA em 200 mL de agua Milli Q. O pH foi acertado para

10 utlizando HCI. Conservagao em temperatura ambiente.

e) Solugao de NaOH (ii)

Adicionou-se 200 g de NaOH em 500mL de agua Milli Q. Conservagao em

temperatura ambiente abrigada da luz.
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f) Solugdo Tampéao de neutralizagao

Adicionou-se 48,5 g de Tris (0,4M) em 1 L de agua Milli Q. Acertou-se o pH até
7,5 utlizando HCI. Conservagao em temperatura ambiente, abrigado da luz.

g) Solugao de coloragao (estoque)

Adicionou-se 10 mg de Brometo de etidio (Sigma) em 50 mL de agua Milli Q.

Conservagao em geladeira, abrigada da luz.

h) Solucéo de coloracdo (uso)
Dilui-se a solugao de coloragéo estoque em 1 para 10 em agua Milli Q.

Conservacao em geladeira, abrigada da luz.

i) Agarose Normal 1% (Merck)
Dilui-se 1 g de agarose normal em 100 mL de PBS (10x), a solugéo foi levada ao
microondas deixando-a quase ferver de 2 a 3 vezes. Esta solugéo ja diluida foi colocada

no banho maria a 60°C minutos antes do preparo das laminas.

j) Agarose Low Melting Point (LMP) 0,5% (Sigma)
Dilui-se 0,5 g de LMP em 100 mL de PBS (10x), a solugcédo foi levada ao
microondas deixando-a quase ferver de 2 a 3 vezes. Esta solugéo ja diluida foi colocada

no banho maria a 37°C minutos antes da utilizagao no ensaio cometa.

k) Perdéxido de hidrogénio (H,O,), 100 mM (Merck 30 volumes)
Para preparo da solugédo, realizado em solugcdo de gelo, seguiu-se as seguintes
diluicbes.

Eppendorf 1: 1mL de PBS + 11,5 uL de H,0O,
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Eppendorf 2: 1mL de PBS + 100uL da mistura do Eppendorf 1

Eppendorf 3: 900 uL de PBS + 100 uL da mistura do Eppendorf 2

[) Solugéo de Hanks
Para 1 L de solucao utilizou-se: 0,40 g de KCI, 0,06 g de KH,PO,, 0,04 g de

Na,HPQO,, 0,35 g de NaHCO3, 8 g de NaCl (Cloreto de Sédio, Synth) e 1 g de Glicose.

m) PBS
Para 1 L de solugao utilizou-se: 8 g de NaCl, 0,2 g de KClI, 1,44 g de Na,HPO, e

0,24 g de KH,PO,. Acertou-se pH com HCI ou NaOH até 7 4.

As laminas foram preparadas, antes do inicio do experimento, seguindo-se o

protocolo:

a) Diluir a agarose ponto de fusdo normal na concentracao de 1% no banho a 60°C.

b) Com o auxilio de uma pinga, mergulhar as laminas limpas no gel sem deixar
escorrer.

c) Coloca-las na posigao horizontal em frente a um aquecedor, deixando-as secar
por algumas horas.

d) Conservacao: geladeira 4°C. Podem ser utilizadas por aproximadamente 1 més.

Segue Figura 8 o procedimento do ensaio Cometa.
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Todo procedimento foi realizado com as luzes apagadas

Sacrificar o camundongo, retirar figado do animal, em uma placa de petri (colocada
sobre gelo triturado) picotar o figado com auxilio de duas Iaminas, adicionar 3 mL de
tampao Hanks gelado. Filtrar os hepatécitos com gaze e armazenar em um

eppendorf codificado.

A partir dos hepatdcitos fazer teste de viabilidade celular - Método Trypan Blue
(cAmara de Neubauer)

i. Dissolver o corante Trypan Blue em PBS pH 7,4 a2 0,1%

ii. Misturar volumes iguais da solugao corante e do material.

Tratamento 1: Normal Tratamento 2: com H,0,

Misturar 200 yL de hepatécitos com 100

puL de H,O, Deixar agir por 30 minutos
Misturar 30 puL de hepatdcitos com 120
no gelo. Apos este tempo, misturar 30 uL
pL de LMP, homogeneizar com pipeta
de hepatdcitos “tratados” com 120 uL de

LMP.

Colocar 120 uL da solugéo preparada (hepatécito + LMP) na lamina previamente

preparada com Agarose normal. Cobrir com laminula

Deixar as laminas na geladeira por 5 minutos
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Tirar cuidadosamente a laminula da lamina

Mergulhar a ldmina na solucao de lise recém preparada e resfriada.
OBS: a cuba de lise deve estar coberta com papel aluminio para proteger contra a

luz.

Envolver a cuba de eletroforese em banho de gelo, mantendo-a durante todo o

tempo a 4°C

Deixar as laminas na cuba por 30 minutos. Regular a fonte de eletroforese com 25
volts. A miliamperagem e a poténcia foram reguladas com a quantidade de solugao

colocada na cuba.

Correr a eletroforese por 20 minutos.

Lavar laminas com solucao de neutralizagao, repetindo este procedimento 3x, por 5

minutos cada.

Mergulhar as laminas em

etanol 100% para fixagéo

Conservar as laminas em geladeira até momento da leitura dos cometas.

Figura 8. Fluxograma para Ensaio Cometa
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Para coloracdo das ldminas seguiram-se as recomendagdes gerais a seguir:

a) Utilizar 30 pl de solugcéo de brometo de etidio (solugao de uso);
b) Cobrir cuidadosamente com uma laminula grande;
c) As laminas devem ser lidas imediatamente apos a coloragao;

d) Ao retirar a laminula mergulha-las em etanol 100%.

As laminas foram analisadas com um microscoépio de fluorescéncia (filtro de 516-
560 nm, barreira de filtro 590 nm e aumento total de 400x). A extensdo da imagem
significa a distancia de migragcdo da fita de DNA danificada. Na Figura 9 estdo

demonstrados os 5 niveis (nivel 0 a 4) de danos ao DNA.

classe 1 classe 2

Figura 9. Niveis de danos (0 a 4) - Ensaio Cometa in vivo (COLLINS et al., 1994)

Com base na extensdo da cauda (“cometa”) formada a partir do nucledide, a célula

foi respectivamente classificada segundo os critérios descritos por Biri et al., 2002 como:
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Nivel O0: a célula ndo apresenta cauda, significando que nao houve fragmentacgao

no DNA (danos < 5%);

Nivel 1: a célula apresenta o inicio de formagdo de uma cauda, com apenas
alguns pontos fluorescentes proximos ao nucledide, significando que houve pouca
fragmentacédo do DNA (danos: 5-20%);

Nivel 2: a célula apresenta uma cauda um pouco maior do que a do nivel 1, com
uma quantidade maior de fragmentos de DNA (danos 20-40%);

Nivel 3: a cauda apresentada nesse nivel € maior do que a do nivel 2 e o
nucledide apresenta-se reduzido em tamanho, se comparado com o dos niveis anteriores.
Neste estagio ha um numero significativo de fragmentos de DNA (danos: 0-95%).

Nivel 4: a cauda é a mais longa possivel. O nucledide da célula é muito pequeno
se comparado ao tamanho da cauda, significando que o DNA da célula encontra-se quase
totalmente fragmentado (danos: > 95%).

A porcentagem de células danificadas foi calculada de acordo com Ghiraldini &
Mello, 2010. E o dano no DNA foi avaliado por meio da soma dos niveis das 100 células

analisadas, seguindo a equacao descrita por Biri et al. (2002):

DANO NODNA (%)= L1+2L2+3L3+4L4 *100

>

Onde L1-L4 sdo os numeros de cometas niveis 1-4, respectivamente, e Z é a somatéria

de todos os cometas, incluindo os de nivel Zero.
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4.3.6 Atividade antiproliferativa

A analise da atividade antiproliferativa foi realizada de acordo com protocolo
proposto por Romero et al. (2008).

Os cinco extratos de frutas do Cerrado, Gabiroba, Murici, Guapeva (semente,
casca e polpa) foram expostos a 8 linhagens de diferentes origens histolégicas e
embrionarias humanas, sendo elas: UACC-62, MCF-7, NCI-H460, OVCAR-3, PC-3, HT-
29, 786-O e NCI-ADR/RES. Todas as linhagens foram cedidas pelo National Center
Institute (NCI) (EUA). Na Tabela 6 estdo descritas cada uma das linhagens e com a

densidade de inoculagao para cada uma.

Tabela 6. Densidade de inoculagdo das linhagens celulares (ensaio antiproliferativo)

DENSIDADE DE

LINHAGEM CELULAR NOME INOCULAGAO
(x 10* células /mL)

Pulméao NCI-H460 4

Mama MCF-7 6

Mama com Fenotipo Resisténcia Multidroga NCI-ADR/RES 5

Célon HT-29 4

Préstata PC-3 5
Melanoma UACC-62 5

Ovario OVCAR-3 7

Renal 786-0 4,5

As culturas foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco®, NY, USA)
com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, NY, USA), sem antibiético, sendo esse
adicionado (gentamicina, 50 pg/mL).

A atividade antiproliferativa / anticancer foi avaliada inoculando-se 100

uL/compartimento de células (das diferentes linhagens citadas acima) em placas de 96
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compartimentos e expostas a oito concentragdes de extrato de frutas do Cerrado (0,25;
2,5; 10; 25; 100; 250 e 1000 pg/mL). As solugbes estoque dos extratos foram preparadas
em meio RPMI/DMSO (Sigma) na concentracdo de 0,1 g/mL e entao diluidas com meio
de cultura, a fim de que a concentracgéo final de dimetilsulféxido de s6dio (DMSO, Sigma)
nao afete a viabilidade celular. As placas foram incubadas a 37°C, em atmosfera umida
com 5% de CO, por 48 horas.

Para determinacao da influéncia das amostras no crescimento celular, apés as 48
horas, uma solugcdo de acido tricloroacético 50% (Merck, Darnstadt, Germany) foi
adicionada 50 plL/compartimento e incubada por 60 minutos a 4°C. Apds lavagem e
secagem, o numero de células foi determinado pela quantificagcdo espectrofotométrica
(540 nm) do conteudo protéico celular total utilizando-se a sulforrodamina B (0,4g/mL em
acido acético 1%) (Sigma Chemical Co®, St Louis, MO, USA) (Skehan et al, 1990). A
sulforrodamina € um corante protéico que se liga a aminoacidos basicos das proteinas de
células viaveis e, portanto, sua presenca € uma medida indireta da quantidade de células
vivas no momento da fixacdo. Com esses resultados serdo elaborados graficos
relacionando a concentracdo com o efeito observado (Figueiredo et al, 2006; Russowsky
et al, 2006). Logo, quanto maior a quantidade de sulforrodamina ligada por

compartimento, menor a atividade antiproliferativa da amostra (Skehan et al., 1990).

Para a avaliacido dos resultados, os dados de absorbancia foram utilizados na
elaboragdo dos graficos relacionando o crescimento celular, expresso em % com a
concentracao de extrato. Para disso, foram calculadas as médias das absorbancias
descontadas de seus respectivos brancos o crescimento celular foi calculao por:

Se T>C o extrato testado estimulou o crescimento, ndo apresentou IC.

Se T>=T, mas <C, o extrato testado foi citostatico.
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A equacao utilizada para calculo do crescimento foi:

Crescimento 100 x [T-Tq]

(C-To)

Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de célula;

Ty € o controle das células no dia da adicdo das amostras.

4.3.7 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade com linhagem humana hepatécita (HepG.) foi realizado
seguindo-se o protocolo descrito por Wolfe & Liu (2007). Esta linhagem foi cedida pela

“The American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD”.

As células hepatocitas (HepG,) cresceram em meio de cultura (WME
suplementado com 5% Soro Bovino Fetal, 10 mM Hepes, 2 mM L-glutamina, 5 pyg/mL
insulina, 0.05 pg/mL hidrocortisona, 50 unidades/mL penicilina, 50 pyg/mL estreptomicina,

e 100 pg/mL gentamicina) e foram mantidas a 37°C e 5% CO..

Para o teste de citotoxicidade, 100 yL de células HepG, em meio de cultura foram
plaqueadas na densidade de 4x10* células/compartimento em placa de 96
compartimentos e incubadas por 24 horas a 37°C. O meio foi removido e as células
lavadas com 100 pyL de tampao PBS. Foram adicionados 100 yL de extrato de frutas em

meio completo e a placa foi incubada a 37 °C por 24 horas.
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Apos este periodo as células foram lavadas com PBS e passaram pelo método de
coloragao por Azul de metileno. Um volume de 50 uL por pogo de solugdo de corante azul
de metileno foi aplicado e a placa foi incubada a 37 °C por 1 hora. O corante foi removido
e a placa foi imersa em agua destilada repetindo-se o procedimento 6x ou até que a agua
estive limpa. A agua foi retirada totalmente dos pocgos. Acrescentou-se 100 uL de tampéao

de eluicédo (50% etanol, 49% PBS e 1% acido acético) em cada um dos pogos.

A placa foi agitada por 20 minutos para dissolu¢ao uniforme. A absorbancia foi lida

a 570 nm, subtraindo-se o valor do branco.

A concentracdo do extrato de frutas que apresentou decaimento no valor da

absorbéancia acima de 10% quando comparada com o controle foi considerada citotoxica.

4.3.8 Medida de proliferacao celular

O ensaio antiproliferativo com linhagem humana hepatécita (HepG.) foi realizado

seguindo-se o protocolo descrito por Liu et al. (2002).

Células HepG, foram mantidas em meio de cultura a 37°C em 5% CO, em uma
estufa. Uma suspensao celular de 100 pL na densidade de 2,5 x 10* células por mL de
células em meio completo foi plaqueada em cada pogo da placa transparente de 96
pocos. Apés 4 horas, o meio completo foi removido e um meio contendo varias

concentragdes do extrato de fruta foi adicionado as células.

Apods 72 horas de incubagao as células foram lavadas com PBS. Foi realizado o

protocolo de coloragao por azul de metileno descrito no ensaio de Citotoxicidade.
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O teste antiproliferativo foi realizado apenas para as concentracbes de extratos

que nao apresentaram niveis de citotoxicidade contra as células HepG..

4.3.9 Atividade Antioxidante Celular (CAA)

O ensaio da atividade antioxidante celular com linhagem humana hepatdcita

(HepG:y) foi realizado seguindo-se o protocolo descrito por Wolfe & Liu (2008).

Um volude de 100 pL de células foram incubadas a uma densidade de 6 x 10*
células/compartimento em microplaca estéril preta de 96 pogos em meio de cultura. 24
horas apds a incubacgado, o crescimento de células excessivo foi removido através da
lavagem dos compartimentos da placa com PBS. As células foram tratadas em ftriplicata,
por 1 hora, com 100 uL de meio contendo o extrato de frutas mais 25 uM de DCFH-DA
(2',7-dichlorofluorescein diacetate, Sigma). Os pogos foram lavados com 100 uL de PBS.
Entdo 600 uM de ABAP (2,2%-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride, Wako
Chemicals) foi aplicado as células em 100 uL de HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, +
10 mM Hepes, Gibco). A placa foi colocada em um leitor de fluorescéncia a 37°C, com
filtros de emissdo a 538 nm e excitacdo a 485 nm, a leitura foi realizada a cada 5 minutos

por 1 hora.

Apobs a subtragdo do branco e subtragao inicial os valores da fluorescéncia, a area
abaixo da curva de fluorescéncia em fungéo do tempo foi integrada para o calculo do valor

do CAA.

Unidade de CAA= 1- [SA
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Onde, |SA representou a area integrada da amostra em fungéo do tempo e J|CA a

area integrada da curva controle.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram descritos como média + desvio padrdo da triplicata
analisada. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS 9.1.3 Service Pack
3 XP-Pro Platform statistical software. Diferenga entre os grupos foi determinada pelo
“‘one-way ANOVA” usando o teste de Tukey. P < 0,05 foi considerado significante. O teste
de mutagenicidade (Ensaio de Micronucleos) foi analisado pelo método estatistico Qui-

quadrado com significancia de p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 Fenois totais

O método Folin Ciocalteau é comumente utilizado na determinacdo de

componentes fendlicos em extratos de plantas e sucos (STRATIL et al., 2007). Ele é

baseado na redugdo dos reagentes pelos componentes fendlicos totais presentes nas
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amostras, até a formacgdo concomitante de um complexo com coloragdo azul, cuja

intensidade aumenta linearmente a 760nm (ROESLER et al., 2007).

A analise de fendis totais é importante por ser o primeiro indicativo quanto ao
possivel potencial antioxidante de um extrato porque a funcionalidade de frutas esta
intimamente relacionada com a presengca dos compostos fendlicos. Logo uma alta

concentragao de fendis aumentara as chances de um maior potencial antioxidante.

A quantificacao de fendis totais nas frutas do Cerrado, Guapeva (semente, casca,
polpa), Murici e Gabiroba, foi realizada pelo método de Folin Ciocalteau para os extratos
extraidos com agua e etanol 95%. Foi construida uma curva padrdo com o Acido galico, e

esta apresentou R? de 0,9884 (Figura 10).

X~ R A y =0,0106x - 0,0115
CURVA PADRAO ACIDO GALICO R? = 0,9884

1,2
1,0
0,8
0,6 -
0.4

0,2 %

00 der = T | . | |

0 20 40 60 80 100
CONCENTRAGAO (ug/mL)

ABS

Figura 10. Curva do padrdo Acido Galico para ensaio de Fenodis Totais

Os resultados obtidos na analise de fendis totais estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados para extragdes aquosa e etandlica no ensaio in vitro de Fenois Totais
FENOIS TOTAIS (mg acido galico/100g de fruta fresca)

Extracao etanodlica Extragdao aquosa
Gabiroba 4610,46 + 2,77 * 2000,26 +2,82
Guapeva casca 2116,62 + 2,52 689,11 + 4,21 %
Guapeva semente  1204,96 + 0,56 267,06 + 0,20 "
Guapeva polpa 523,22 +0,73% 202,59+ 0,76 ®
Murici 790,31 + 1,52°4 246,15+ 0,08 ®

Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minus culas foram usadas na
comparagao vertical (entre o mesmo tipo de extragdo) e letras mailsculas na comparagéo
horizontal (entre as duas extragdes realizadas).

Apos analise estatistica comparando as duas extracdes realizadas observou-se
que extracao etanodlica mostrou-se mais eficiente para todas as frutas analisadas quando
comparada com a aquosa, havendo diferenga estatistica (p<0,05) entre elas. No estudo
realizado anteriormente por Roesler et al. (2006), foi demonstrado a mesma eficiéncia da
extragcao etandlica quando comparada com a aquosa para frutas.

Dentre as frutas estudadas, a que mais se destacou na quantidade de fendis totais
extraidos com etanol foi a Gabiroba, apresentando concentracdo de 4610,46 £ 2,77 mg
de acido galico por 100 gramas de fruta fresca. Este valor é maior que o dobro da
concentracao de fendis totais obtido para a segunda fruta, a Guapeva casca, que
apresentou 2116,62 + 2,52 mg de acido galico por 100 gramas de fruta fresca. Seguindo a
ordem decrescente de concentracido de fenois totais das frutas analisadas extraidas com
etanol, temos a Guapeva semente, Murici e por ultimo a Guapeva polpa.

Na extracdo aquosa a Gabiroba também se destacou na concentracdo destes
compostos, apresentando 2000,26 + 2,82 mg de acido galico por 100 gramas de fruta
fresca. Sendo seguida pela Guapeva casca, Guapeva semente e por ultimo, a Guapeva
polpa e Murici, que sao estatisticamente iguais (p<0,05). Ou seja, apesar de uma

concentragao menor, observou-se a mesma ordem.
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A fruta Guapeva foi separada em semente, casca e polpa, e a fragdo que
apresentou maior concentragao de fendis totais foi a casca, sendo seguida pela semente
e por ultimo a polpa. A presenca de uma maior concentracdo de componentes fendlicos
na casca também foi verificado em estudo realizado com outras frutas do Cerrado, como
Banha de Galinha, Cagaita, Pequi, Araticum e Lobeira (ROESLER et al., 2006; ROESLER

et al., 2007).

Ao comparar os resultados das frutas analisadas com outras previamente descritas
na literatura por Wolfe & Liu (2008) (Figura 11), observa-se uma diferenga no que se
refere a concentragcdo de fendis totais entre as frutas do Cerrado brasileiro avaliadas
neste trabalho com as frutas consumidas nos Estados Unidos. Todos os extratos
etandlicos de Guapeva (semente, casca e polpa), Murici e Gabiroba apresentaram
resultados de fendis totais maiores que a melhor fruta descrita por Wolfe & Liu (2008). A
Gabiroba apresentou concentracao de fendis totais 11 vezes maior que a Wild blueberry e
Blackberry. Ainda comparando as frutas americanas com os extratos aquosos do

Cerrado, a Gabiroba e Guapeva casca também apresentaram resultados mais relevantes.
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Figura 11. Fendis Totais para frutas consumidas nos Estados Unidos (WOLFE & LIU, 2008)

Comparando os extratos do Cerrado com algumas variedades da fruta Raspberry
(Tabela 8), analisados por Liu et al. (2002), verificou-se que a variedade desta fruta com
maior concentracao de fendis totais, a Heritage, apresentou 512,7 + 4,7 mg de &cido
galico equivalentes por 100 g de fruta fresca, valor inferior aos resultados encontrados no
presente estudo pelos extratos etandlicos Gabiroba, casca e semente da Guapeva e

extrato aquoso da Gabiroba.
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Tabela 8. Determinacdo de cor, fendis totais (mg de &cido galico/ 100 g fruta), flavondides totais
(mg de catequina/100 g fruta), antocianinas e sensor optico para variedades de Raspberries,
determinados por Liu et al. (2002)

] ] SENSOR
RASPBERRY FENOIS FLAVONOIDES
VARIEDADES COR TOTAIS TOTAIS ANTOCIANINAS OP;:DC o
Heritage Vermelho 512,7 £ 4,7 103,4+2,0 57,60 £ 0,76 4,92
escuro
Kiwigold Rosa escuro | 451,1+45 87,3+1,8 2,56 £ 0,03 2,84
Goldie Rosa escuro | 427,5+7,5 84,2+1,8 4,56 + 0,1 2,24
Anne Amarelo 359,2+34 63,5+0,7 0,17 £ 0,02 0,18

5.1.2 Flavonoides totais

O conteudo de flavonodides totais foi determinado usando o método colorimétrico
descrito por Dewanto, et al 2002. Os extratos etandlicos foram diluidos em

Tetrahidrofurano (THF) e Etanol (1:1).

Foi preparada uma curva padrao de Catequina, variando — se a concentracado de
2,5 a 8,0 mM em THF:EtOH (1:1). Observa-se a curva da Catequina utilizada para
quantificagdo dos flavondides nos cinco extratos de frutas do Cerrado analisados (Figura

12).
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Figura 12. Curva do padrao Catequina para ensaio de Flavondides totais

Os resultados para flavonoides totais encontram-se resumidos na Tabela 9.

Tabela 9. Determinacdo de flavondides totais nos cinco extratos etandlicos avaliados: Gabiroba,
Guapeva (casca, semente e polpa) e Murici ]
FLAVONOIDES TOTAIS

(mg de catequina/100g de fruta fresca)
Extracao etandlica

Gabiroba 905,01 + 58,72 2
Guapeva casca 1277,65 + 38,61°
Guapeva semente 2915,63 £ 49,35°
Guapeva polpa 790,35+ 2,07 @
Murici 802,89 +31,22°

Analise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram utilizadas na comparagéo

entre os extratos analisados.

Dentre os extratos analisados, a maior concentragao de flavondides totais foi
encontrado na Guapeva semente, com concentracdo de 2915,63 + 49,35 mg de

Catequina por 100 gramas de fruta fresca, sendo seguida pelo extrato da Guapeva casca
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que apresentou 1277,65 + 38,61 mg de Catequina por 100 gramas de fruta fresca. Nao foi
observada diferenga significativa nos resultados apresentados pela polpa da fruta
Guapeva, Gabiroba e Murici. Este grupo de extratos apresentou o terceiro melhor valor

para a concentragao de flavondides totais.

Ao comparar os resultados obtidos das frutas do Cerrado com algumas variedades
da fruta Raspberry, analisados por Liu et al. (2002), observa-se que a concentracado de
flavonoides totais das frutas brasileiras analisadas é mais do que o maior valor para as

Raspberries.

5.1.3 2,2- Diphenyl — 1- picrylhydrazil (DPPH)

O teste DPPH é um dos mais antigos e mais frequentemente usados para a
determinacdo da capacidade antioxidante em extratos de alimentos. O decaimento na
absorbancia do DPPH quando este esta na presenca de um antioxidante, indica a
transferéncia do atomo de hidrogénio e isso pode ser visualizado pela mudanga da cor de
violeta para amarelo (SUN, et al., 2007).

Existem algumas formas de se apresentar os resultados obtidos por este ensaio.
Uma delas é analisar uma concentragdo conhecida do extrato e utilizar uma curva padrao
(Trolox, Acido Galico, Acido Clorogénico, Acido Ferrulico, entre outros) representando o
resultado final como concentragéo do padrao por peso de fruta (SUN et al., 2007). Outra
forma ¢é analisar diferentes concentracdbes do mesmo extrato, e determinar a
concentracdo necessaria para a reducéo de 50% do radical DPPH (ICsy) (ROESLER et

al., 2008).
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Foram realizados os dois procedimentos no ensaio DPPH com as frutas Guapeva
(semente, casca e polpa), Murici e Gabiroba, sendo os resultados apresentados como uM
Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca e como ICsy (ug/mL de fruta fresca).
Além disso, a reacdo entre os extratos e o radical foi observada em trés tempos

diferentes, 30, 60 e 90 minutos (Tabela 10).

Tabela 10. Determinagédo da atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH - Trolox nos cinco
extratos etandlicos avaliados: Gabiroba, Guapeva (casca, semente e polpa) e Murici

DPPH - Trolox
(MM Trolox equivalentes / 100 gramas de fruta fresca)
30 minutos 60 minutos 90 minutos

Gabiroba 1850,50 + 2,57 1828,25 +0,73**  1808,25 + 0,25
& ® Guapeva casca 120,45+ 0,36 ° 296,59+0,24¢  326,14+0,85°
® S Guapevasemente 52,89+0,13° 372,73+0,61°®  357,02+0,30°°
X & Guapevapolpa 661,76 +1,02° 847,44+0,58° 952,76+ 1,23°

Murici 5,00 + 0,08 *® 60,00 + 0,21 °© 5,25+ 0,05 ®

Gabiroba 2018,80 + 2,05 *¢ 2015,24 + 1,27 *  2006,61 + 3,29 **
& ‘_§ Guapeva casca 3015,04 +0,12 " 3014,78 + 1,57  3003,03 + 1,13 F
® '@ Guapeva semente 23,14 + 0,04 ° 64,41 +1,78° 106,50 + 0,54
5 g Guapeva polpa 757,25+ 0,34 " 858,53 + 1,48 "¢ 928,94 + 0,85 9

Murici 450,72 + 0,02 568,05 + 0,21 ¢ 646,14 + 0,53 "

Analise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram usadas na comparacgao vertical entre as duas
extragOes realizadas e letras mailsculas na comparagao horizontal entre os 3 diferentes tempos de reagao.

O tempo em que a maioria dos autores, como Roesler et al. (2006), realizaram a
leitura foi de 30 minutos de reagao. Neste tempo os extratos etandlicos apresentaram
resultado superior, com diferenga estatistica (p<0,05) em relagcdo aos extratos aquosos.
Roesler et al. (2006) também observou em seu trabalho com frutas do Cerrado maior
eficiéncia na extracao etandlica.

Nos trés tempos de reacao analisados, neste trabalho ndo houve diferenca
significativa para o extrato que apresentou maior potencial antioxidante, que foi o

etandlico da casca da Guapeva com valores de 3015,04 £ 0,12, 3014,78 £ 1,57 e 3003,03
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+ 1,13 uM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca para 30, 60 e 90 minutos
respectivamente. Os extratos etandlico e aquoso da Gabiroba apresentaram potencial
antioxidante inferior apenas ao do extrato etandlico da casca da Guapeva. Nao foi
observada diferenca estatistica nos resultados para as duas extragdes assim como nos
trés diferentes periodos de reagao para a Gabiroba.

Melo et al. (2006) analisaram algumas verduras no ensaio de DPPH, como alface,
cebola, cenoura, couve-flor, tomate, entre outros, e observaram um aumento do potencial
com o passar do tempo. Este fato também foi observado no presente trabalho nos
extratos aquosos da casca, polpa e semente da Guapeva como também nos extratos
etandlicos da semente e polpa da Guapeva e Murici.

Ao comparar os resultados da andlise de Fendis Totais com os resultados do
DPPH - Trolox verificou-se que a propor¢cdo esperada, ou seja, quanto maior a
concentragdo de compostos fendlicos nos extrato, maior a capacidade antioxidante
(DPPH) foi verificada apenas para os extratos de Gabiroba e Guapeva casca. E, assim
como na analise de Fendis totais, também foi verificado no ensaio DPPH - Trolox que a
extracao etandlica foi mais eficiente que a aquosa em todos os extratos analisados.

O ensaio DPPH que apresenta os resultados como IC5, € 0 mais conhecido na
literatura, o que facilita a comparacdo dos dados. Os resultados obtidos pelo ensaio
DPPH (ICs) estdo descritos na Tabela 11. Os gréaficos obtidos no mesmo ensaio

aparecem nas Figuras 13 a 19.
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Figura 13. Grafico de DPPH ICso para Guapeva casca extragao etandlica

GUAPEVA CASCA EXTRAGAO AQUOSA
y =0,0202x + 7,498
2=(,9341

Q 60
lg‘40 _%
ng =

0 1000 2000 3000
CONCENTRAGAO (g/mL)

Figura 14.Grafico de DPPH ICsy para Guapeva casca extragdo aquosa
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Figura 15. Grafico de DPPH 1Cs, para Guapeva semente extragéo etandlica

GUAPEVA POLPA EXTRAGAO ETANOLICA
y=0,1241x+5,5729

0 2= (,9895

80 —

60 A_"_,,.-f"""i

40

20 /

0

REDUGCAO (%)

0 200 400 600 800
CONCENTRAGAO (ug/mL)

Figura 16. Grafico de DPPH 1Csq para Guapeva polpa extragéo etandlica
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Figura 17. Grafico de DPPH ICs, para Gabiroba extragéo etandlica
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Figura 18. Grafico de DPPH ICs, para Gabiroba extragdo aquosa
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Figura 19. Grafico de DPPH ICs, para Murici extragcéo etandlico

Foram utilizadas diferentes concentracdes para calculo do ICs, para os extratos de
frutas do Cerrado (Figura 13 a 19). Isso foi necessario devido ao diferente potencial
antioxidante apresentado por cada um, logo, quanto maior a concentragdo utilizada menor

a capacidade do extrato.
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Tabela 11. Determinacédo da atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH — ICsy nos cinco
extratos avaliados: Gabiroba, Guapeva (casca, semente e polpa) e Murici

DPPH - IC5
(mg/mL de fruta fresca)

Extracao etandlica Extracao aquosa
Gabiroba 11,10+ 1,01 15,12+ 1,06 ®°
Guapeva casca 41,57 + 1,23°A 797,00 + 71,57 "B
Guapeva semente  1560,27 + 12,59° n.d.
Guapeva polpa 72,31+ 1,36¢ n.d.
Murici 155,42 + 1,23° n.d.

Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram usadas na
comparagdo vertical entre as frutas de mesma extragcdo e letras mailsculas na comparagao
horizontal entre as duas extragdes realizadas. n.d., ndo determinado.

O extrato etandlico da Gabiroba apresentou melhor potencial antioxidante dentre
os extratos estudados, com ICso de 11,10 £ 1,01 pg/mL de fruta fresca, sendo seguida
pelo extrato aquoso da Gabiroba com ICs, e 15,12 + 1,06 pg/mL de fruta fresca (Tabela
11).

Para os extratos aquosos de semente e polpa da Guapeva e Murici ndo foi
realizado teste DPPH - ICsy para determinagao do potencial antioxidante. Tal fato se
justifica pela necessidade de uma concentracao muito alta de extrato (acima de 4500
Mg/mL; 14000 ug/mL e 10000 pg/mL respectivamente) para que houvesse reducdo de no
minimo 50% do radical DPPH. Foram testadas diferentes concentragdes, no entanto o
potencial de reducdo n&o aumentou proporcionalmente com o incremento na
concentragao do extrato.

Para as frutas Gabiroba e casca da Guapeva foi observado, assim como nos
ensaios de fendis totais e DPPH-Trolox, que a extragdo aquosa nao foi tdo eficiente
quanto a etandlica.

As frutas analisadas nao apresentaram resultados semelhantes para os dois

ensaios DPPH realizados (ICso e Trolox).
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De acordo com Stratil et al. (2007), deve haver uma proporcionalidade entre os
resultados de fendis totais e DPPH (ICsp) € no presente estudo, ao comparar estes dois
experimentos. Observou-se um R?de 0,8989.

Okonogi et al. (2007) apresentou em seu trabalho os resultados de DPPH (1Csp)
para alguns extratos etandlicos de frutas, com destaque para a Roma, com ICs, de 3 *
0,003 pg/mL e a Banana, 31 + 0,004 pg/mL. A melhor fruta do Cerrado analisada
apresentou resultado do potencial antioxidante medido pelo ensaio DPPH intermediario a
estes dois, demonstrando um grande potencial desta fruta brasileira.

Para fins de comparagao, foi calculado também o 1Cs, (ug/mL) para alguns

padrdes, que estdo resumidos na Tabela 12.

Tabela 12. Determinagéo da atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH — IC5, para padrbes
antioxidantes

PADRAO ICso (Mg/mL)
Acido ascérbico 7,67 + 0,28
Acido cafeico 1,87 + 0,11
Acido ferrdlico 9,96 + 0,18

Acido galico 1,64 + 0,04
Quercetina 3,11 +£0,01
Rutina 7,56 + 0,07

5.1.4 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

O método TEAC é um dos mais utilizados para a determinacdo da capacidade
antioxidante total, pode ser usado em matrizes biolégicas, como plasma, como também
em componentes alimentares ou extratos de alimentos (VAN DEN BERG & HAENEN,

1999; ARTS et al., 2004).
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O padrao Trolox é frequentemente usado para a calibragcdo deste método. O
ensaio é baseado na neutralizagdo do radical cation ABTS™* formado pela oxidagdo deste
radical (SCHLESIER et al., 2002).

Uma vantagem do teste TEAC sobre o DPPH, é que a cor n&o interfere na analise,
logo amostras muito escuras podem apresentar uma atividade antioxidante menor que a
verdadeira no ensaio DPPH. No TEAC, a absorbancia € medida a 734 nm e o tempo de
reacao € menor quando comparado ao DPPH (TEAC leitura apdés 6 minutos e no DPPH
ap6s 30 minutos) (TEOW et al., 2007).

O ensaio TEAC foi realizado com amostras hidrofilicas (extraidas com agua e
etanol) e preparadas com o mesmo solvente da extragdo e amostras lipofilicas (extraidas
com hexano) e preparadas com 7% Randomly Methylated S - Cyclodextrin, Cyclodex
(RMCD). Para as amostras hidrofilicas, o radical ABTS foi dissolvido em agua e para as
lipofilicas, em etanol.

O método original realiza leituras apdés 6 minutos de reacdo, mas também foi
realizada a leitura apés 30 minutos com o objetivo de verificar se o potencial antioxidante
aumentaria apo6s a leitura inicial.

Foram construidas curvas do padrao Trolox, analogo da vitamina E, variando a
concentracao de 0 a 40 uM. Para cada tempo de reacdo e solvente do radical foi

construida uma curva individual, apresentadas nas Figuras 20 a 23.
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TEAC - ABTS com agua (6 min)
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R2=0,9959
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Figura 20. Grafico TEAC — ABTS / 4gua — 6 minutos
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TEAC - ABTS com agua (30 min)
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Figura 21. Grafico TEAC — ABTS / agua — 30 minutos
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Figura 22. Grafico TEAC — ABTS / etanol — 6 minutos
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Figura 23. Grafico TEAC — ABTS / etanol — 30 minutos

Na Tabela 13 estdo resumidos os resultados do ensaio TEAC, nos dois tempos de

reacao, 6 e 30 minutos, para os diferentes extratos.

Tabela 13. Determinacao da atividade antioxidante in vitro pelo método TEAC nos cinco extratos
avaliados: Gabiroba, Guapeva (casca, semente e polpa) e Murici

TEAC
(MM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca)
6 minutos 30 minutos

Murici 361,50 + 0,20 475,00 £ 2,41
o 8 Guapeva casca 778,79 +0,22 992,80 + 0,92 %
& 9 Guapeva semente 709,92 + 0,19 *A 965,29 + 0,33 *°
E < Guapeva polpa 720,25 + 0,16 ™ 756,44 + 0,07 B
Gabiroba 987,75 +0,01 9 982,75+ 0,02 ®
Murici 717,00 + 0,05 ** 857,50 + 0,03 %
z§ § Guapeva casca 1543,56 + 0,26 2B 1516,29 + 0,26 °B
€ 'C  Guapevasemente 652,07 +0,36 ™ 934,71 + 0,49 *°
5 g Guapeva polpa 765,44 + 0,01 “A 822,09 + 0,03 "B
Gabiroba 1014,25 + 0,03 ** 1009,75 + 0,05 °A
Murici 703,50 + 0,10 ** 748,50 + 0,03 ™
3 _S Guapeva casca n.d. n.d.
3 & Guapeva semente n.d. n.d.
E E Guapeva polpa n.d. n.d.
Gabiroba 27,50 + 0,034 n.d.

Analise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram usadas na comparagao vertical
entre as trés extragbes realizadas e letras mailsculas na comparagédo horizontal entre os dois tempos de

reagado. n.d., ndo determinado.
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Ao comparar os extratos hidrofilicos extraidos com agua e etanol 95%, verificou-se
com excecado apenas da Guapeva semente, que os extratos etandlicos apresentaram
maior potencial antioxidante, quando comparados com os aquosos. Os extratos que mais
se destacaram foram os extratos etandlicos da casca da Guapeva casca e Gabiroba,
apresentando respectivamente, 1543,56 + 0,26 e 1014,25 + 0,03 pM Trolox equivalentes
por 100 gramas de fruta fresca, sem diferenca estatistica entre os dois. O extrato
hidrofilico que apresentou menor potencial antioxidante, medido pelo teste TEAC foi o
Murici aquoso, com atividade de 361,50 £ 0,20 uM Trolox equivalentes por 100 gramas de
fruta fresca.

Mesmo com a utilizagdo da RMCD, com o objetivo de determinar o potencial
antioxidante dos compostos lipofilicos, apenas o Murici e a Gabiroba apresentaram
potencial mensuravel.

Ao comparar os dois tempos de reacdo analisados, no tempo de 30 minutos o
potencial antioxidante foi maior para a maioria dos extratos, com exce¢do do Murici
extrato aquoso, casca da Guapeva extragdo etandlica, Gabiroba extracdo etandlica que
apresentaram resultado sem diferenga significativa nos dois tempos de reagédo (6 e 30
minutos). Por outro lado, a Gabiroba extragdo aquosa apresentou um potencial maior no
tempo de 6 minutos do que no de 30 minutos.

Thaipong et al. (2006) analisaram extratos de goiaba, com reagdo com radical
ABTS durante 2 horas. Pode-se entdo observar apdés os dados obtidos no presente
trabalho, que o radical utilizado neste método é bastante instavel, e que as comparagdes
com demais trabalhos devem ocorrer levando-se em consideracédo o tempo de reacéo, ja
que de maneira geral, o valor da atividade antioxidante pode aumentar com o tempo.

De acordo com Stratil et al. (2007), os resultados do método TEAC podem ser

correlacionados com o ensaio de Fenois Totais, € no presente estudo os extratos com
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maiores teores de fendis totais foram os mais ativos na avaliagdo por TEAC. Pode néo ter
ocorrido uma boa correlagdo numérica, mas qualitativamente todos os dados
apresentados apontam que os extratos com maior potencial antioxidante sdo a Gabiroba
e casca da Guapeva.

Uma comparagdo mais objetiva dos resultados dos métodos TEAC e DPPH
poderia ser possivel pela utilizagdo de um padrao em comum para os mesmos métodos.
Isso foi feito, pois os dois métodos foram analisados de acordo com uma curva padrao de
Trolox, mas os resultados obtidos ndo se correlacionam. Isso pode ser explicado pelo fato
de se utilizar radicais diferentes, tempo de reacao diferente, mesmo que o mecanismo de

reacao para estes dois ensaios seja 0 mesmo (SILVA et al., 2007).

5.1.5 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

A complexidade experimental e as limitacbes de se monitorar a cinética da reacao
de auto-oxidacdo conduziram ao desenvolvimento de um método mais conveniente para
se avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra (OU et al., 2001).

A presenca dos antioxidantes resulta na inibicdo dos danos causados pelos
radicais livres ao composto fluorescente. O efeito protetor de um antioxidante € medido
pela area de decaimento da fluorescéncia (AUC) da amostra comparada com a area do
branco em que ndo ha presenca de antioxidantes (OU et al., 2002).

O ensaio ORAC foi utilizado para determinar o potencial antioxidante dos extratos
hidrofilicos (agua e etanol 95%) e lipofilicos. Foram construidas duas curvas do padrao

Trolox, uma para o ensaio hidrofilico e outra para o lipofilico, apresentadas nas Figuras 24
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e 26. Nas Figuras 25 e 27 estdo representadas as curvas de decaimento da fluorecéncia

na presenca de diferentes concentragcdes do padrao Trolox.

TROLOX HIDROFILICO

y =0,0258x% + 1,6119x - 0,9181
120 R2=0,9893

100 4

Concentragao Trolox
(uM)
»
S

AUC

Figura 24. Grafico com curva do padrédo Trolox hidrofilico — Ensaio ORAC
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Figura 25. Grafico com curvas de decaimento da fluorescéncia (Trolox hidrofilico) — Ensaio ORAC
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Figura 26. Grafico com curva do padréo Trolox Lipofilico — Ensaio ORAC
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TROLOX LIPOFiLICO
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Figura 27. Grafico com curvas de decaimento da fluorescéncia (Trolox lipofilico) — Ensaio ORAC

Na Tabela 14 encontram-se os resultados para o ensaio ORAC para as amostras

hidrofilicas e lipofilicas.

Tabela 14. Determinacgéo da atividade antioxidante in vitro pelo método ORAC nos cinco extratos
avaliados: Gabiroba, Guapeva (casca, semente e polpa) e Murici

ORAC
(MM Trolox equivalentes/ 100 gramas de fruta fresca)

Extracao Extracao Extracao

etandlica aquosa hexanica
Gabiroba 43.780,00 + 9,52 ** 2.649,58 + 3,87 *®® 42,50 + 0,46 *°
Guapeva casca 3.781,06 + 9,46 2 2.739,01 £2,91%® 8,33+0,07°
Guapeva semente 8.695,87 + 3,23 A 4.852,89+3,85" 33,06+0,11°C
Guapeva polpa 1.768,71 + 5,52 % 1.305,52 + 3,89 22,29+ 0,52
Murici 2.302,50 + 2,61 2.003,00 + 4,18%® 316,00 + 0,10 °C

Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras mindsculas foram usadas na comparacgéo vertical entre as
frutas apds cada extragdo e letras mailusculas na comparagéo horizontal entre as frutas no mesmo tipo de extragéo.

Assim como no ensaio de Fenodis totais, DPPH, TEAC, no ensaio antioxidante
ORAC a extragdo etanodlica apresentou-se mais eficiente quando comparada com a
aquosa. Todos os extratos etanolicos apresentaram resultados de ORAC maiores que 0s
extratos aquosos, e houve diferenca estatistica entre eles.

O extrato etandlico que mais se destacou pelo potencial antioxidante medido pelo

ensaio ORAC hidrofilico foi a Gabiroba etandlica apresentando resultado de 43780,00 +
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9,52 uM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca, sendo seguida pela Guapeva
semente. Nao houve diferenca estatistica entre o Murici e a Guapeva casca. O menor
valor de ORAC foi apresentado pela Guapeva polpa.

No ORAC hidrofilico o extrato aquoso que mais se destacou foi a Guapeva
semente, que apresentou resultado de 4852,89 + 3,85 uM Trolox equivalentes por 100
gramas de fruta fresca. O segundo melhor potencial foi apresentado pelos extratos
Gabiroba e Guapeva casca, e os resultados para estas duas frutas ndo apresentaram
diferenca estatistica.

Também foi analisado pelo ensaio ORAC a porcao lipofilica, mesmo tendo
conhecimento que a atividade antioxidante provem 85% dos compostos hidrofilicos, &
interessante que se calcule o potencial dos compostos lipofilicos (PRIOR et al., 2003).
Das frutas extraidas com hexano (extragao lipofilica), a que apresentou melhor resultado
foi o Murici com 316 + 0,10 uM Trolox equivalentes por 100 gramas de fruta fresca como
valor de ORAC.

No ensaio ORAC é comum que seja determinada a atividade antioxidante total
(TAC), somando-se o resultado hidrofilico com o lipofilico. Como para todas as frutas do
Cerrado analisadas no presente trabalho, a extragdo etandlica foi mais eficiente, como
dito anteriormente, determinou-se que o valor do ORAC hidrofilico fosse assumido pelos
resultados da extracdo etandlica. Logo, o valor de TAC para os extratos em ordem
decrescente foi: Gabiroba, 43822,50; Guapeva semente, 8728,93; Guapeva casca,
3789,39; Murici, 2618,50 e Guapeva polpa, 1771,00 uM Trolox equivalentes por 100
gramas de fruta fresca.

Determinou-se também o potencial antioxidante no ensaio ORAC para alguns

padrées antioxidantes. Os resultados estdo descritos na Tabela 15.
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Tabela 15. Resultados para padrdes antioxidanteg. no ensaio antioxidante in vitro ORAC
ORAC - PADROES ANTIOXIDANTES

(UM Trolox equivalentes / uM de padrao)

Catequina 16,83 + 2,61
Acido Clorogénico 5,42 + 0,93
Quercetina 7,79 +2,02
Acido Galico 2,07 £0,85

Wu et al. (2004 b), realizaram o mesmo ensaio para diversas frutas comuns nos
Estados Unidos. As que se destacaram, por possuirem altas concentragcdes de Trolox
(TAC) foram: Blueberry (9260,00 uM TE/100g extrato), Cranberry (9456,00 uM TE/100g
extrato) e Plums (ameixa) (7339,00 uM TE/100g extrato). Comparando estes valores de
ORAC com as frutas do Cerrado analisadas, observou-se que as brasileiras apresentaram
resultados bem maiores, logo, com maior potencial antioxidante.

O mesmo pode ser concluido apés a comparacdo com as frutas analisadas por

Wolfe & Liu (2008), descritas na Figura 28.
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Figura 28. Resultado a partir do ensaio in vitro ORAC para frutas consumidas nos Estados Unidos
(WOLFE & LIU, 2008)
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5.1.6 Peroxyl Radical Scavenging Capacity (PSC)

O teste PSC é bastante sensivel, rapido (tempo de reacdo de 40 minutos), de
ampla abordagem (pois analisa amostras lipofilicas e hidrofilicas), além de ser um método

simples (ADOM & LIU, 2005).

Para a determinagéo da atividade antioxidante in vitro foi realizada a analise PSC
para os extratos etandlicos de frutas do Cerrado. Os resultados foram expressos em yM
de Acido ascérbico por 100 gramas de fruta fresca. Na Figura 29 esta apresentada a
curva do padrdo catequina utilizada na quantificagdo do potencial antioxidante no método

antioxidante PSC.

Acido Ascérbico

N\
ke ~

400 \g—

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

Concentragao (ug/mL)

Figura 29. Curva Acido ascérbico (PSC)

Ja a Tabela 16 resume os resultados do ensaio antioxidante in vitro PSC.
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Tabela 16. Resultados do ensaio in vitro Peroxyl Radical Scavening Capacity (PSC) para os
extratos de frutas do Cerrado

PSC
(MM Vitamina C / 100 gramas de fruta fresca)
Murici 490,63 + 86,36
Gabiroba 234252 + 48,11°
Guapeva semente 464,90 + 43,44 °
Guapeva polpa 579,14 + 109,36 °©
Guapeva casca 920,82 + 97,24 °

Neste ensaio a capacidade antioxidante da Gabiroba se destacou dentre os outros
extratos analisados, esta fruta apresentou potencial de 2342,52 + 48,11 uM de Vitamina C
por 100 gramas de fruta fresca. O segundo melhor potencial foi da Guapeva polpa com
valor de 579,14 + 109,36 yM de Vitamina C por 100 gramas de fruta fresca. Ndo houve

diferenca significativa entre o Murici e a Guapeva semente.

Ao comparar os resultados das frutas do Cerrado analisadas com outras frutas
descritas na literatura por Adom & Liu (2005) (Tabela 17), verifica-se que a fruta do
Cerrado brasileiro analisada que apresentou melhor potencial antioxidante através do
método PSC, a Gabiroba, possui capaciodade antioxidante in vitro similar ao observado
para Uva (2108,9 + 148,8 uM de Vitamina C por 100 gramas de fruta fresca). As demais

frutas analisadas por Adom & Liu, 2005 apresentaram potencial abaixo da Gabiroba.
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Tabela 17. Resultados para frutas analisadas através do ensaio Peroxyl Radical Scavening
Capacity -PSC (ADOM & LIU, 2005)

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE HIDROFILICA

FAIXA DE EC 50 (mg/mL) PSC
AMOSTRAS CONCENTRAGAO R? média * desvio (umol Vitamina C/
(mg/mL) padrao 100 g fruta fresca)
Maca 1,02 - 14,91 0,9995 3,03+0,04 309,2 + 3,63
Cranberry 0,38 - 5,58 0,9975 0,92 +£0,10 1019,9 + 104,4
Uva 0,12-1,81 0,9991 0,45+ 0,03 2108,9 + 148,8

5.1.7 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma ferramenta muito importante e
eficiente na deteccao e identificacdo de componentes presentes em extratos.

O processo de validagdo do método cromatografico foi realizado nas mesmas
condicdes da etapa de identificacdo e quantificacdo dos fendlicos presentes nos extratos
de frutas do Cerrado.

A validacao utilizada na pesquisa demonstrou que esse método é eficiente para a

deteccao e identificacao de compostos fendlicos.

5.1.7.1 Linearidade

Para a determinagdo da linearidade foram utilizados os padrdes Acido Galico,
Catequina, Epicatequina, Etil Galato, Acido Ferrulico, Propil Galato, Resveratrol e Acido
Cinadmico. Cada um foi preparado em uma concentracao diferente (Tabela 18) devido a

intensidade de absorgéo.
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Nas Figuras 30 a 37 estdo apresentados os graficos com as respectivas equagdes
da reta e valores de R? para os padrdes analisados durante a validagdo do método

cromatografico. Todos os padrdes analisados no requisito linearidade apresentaram R?

acima de 0,99.
Acido Galico y =23982x
R? =0,9985
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Figura 30. Gréfico de Linearidade para padrao Acido Galico (CLAE)
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Figura 31. Grafico de Linearidade para padrdo Catequina (CLAE)
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Figura 32. Grafico de Linearidade para padrao Epicatequina (CLAE)
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Figura 33. Grafico de Linearidade para padrao Etil Galato (CLAE)
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Figura 34. Gréafico de Linearidade para padréo Acido Ferrulico (CLAE)
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Figura 35. Grafico de Linearidade para padrao Propil Galato — linearidade (CLAE)
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Figura 36. Grafico de Linearidade para padrdo Resveratrol (CLAE)

Acido Cinamico Y =306059x
R? =0,9985
400
300 o
g 200 /
L /
100 /
0 - , ‘
0 0,0005 0,001 0,0015
Concentragéo (mg/mL)

Figura 37. Gréfico de Linearidade para padrao Acido Cinamico (CLAE)
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Tabela 18. Linearidade no ensaio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (areas e concentragdes dos padrdes utilizados)

Conc. Area Conc. Area Conc. Area Conc. Area Conc. Area Conc. Area Conc. Area Conc. Area
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
GALICO CATEQUINA EPICATEQUINA ETIL GALATO FERRULICO PROPIL GALATO RESVERATROL Cinamico

1A 1202,3 534,5 499,3 1509,9 4295,4 490,7 831,2 309,4
1|B 1213,9 519,0 487,9 1506,3 4295,8 463,9 734,7 302,5
média 0,05 1208,1 0,05 526,7 0,05 493,6| 0,03 1508,1 0,03 4295,6 0,01 477,3 0,005 782,9 0,001 305,9
2|A 625,6 257,1 233,6 781,1 2149,7 236,5 374,4 150,4
2|B 581,6 245,9 2544 733,7 2109,6 2424 409,4 155,7
média 0,025 603,6/ 0,025 251,5[ 0,025 244,0f 0,015 757,4 0,015 2129,6( 0,005 239,4| 0,0025 391,9] 10,0005 153,1
3|A 272,8 126,7 100,9 357,2 954,6 124,3 187,5 72,0
3|B 266,0 115,0 104,2 338,8 980,1 116,6 188,6 77,6
média 0,0125 269,4| 0,0125 120,8| 0,0125 102,5| 0,0075 348,0( 0,0075 967,4 0,0025 120,4( 0,00125 188,1] 0,00025 74,8
4]1A 129,7 51,4 46,9 164,2 4541 66,0 70,0 35,7
4|B 127,8 47 4 42,6 157,7 451,3 51,2 69,0 40,1
média 0,00625 128,7| 0,00625 49,4| 0,00625 44,8| 0,00375 160,9( 0,00375 452,7| 0,00125 58,6| 0,000625 69,5 0,000125 37,9
5|A 68,7 16,8 22,2 73,9 207,8 27,2 27,7 26,0
5|B 67,5 19,4 24,0 74,8 208,0 22,9 37,3 22,3
média 0,003125 68,1| 0,003125 18,1| 0,003125 23,1| 0,001875 74,3| 0,001875 207,9| 0,000625 25,0 0,0003125 32,5| 0,0000625 24,1
6|A 25,1 7,5 7,6 25,2 80,9 12,0 10,3 16,2
6|B 31,9 9,9 13,0 28,9 81,9 10,1 14,1 18,7
média | 0,0015625 28,5| 0,001563 8,7| 0,001563 10,3 0,000938 27,0{ 0,0009375 81,4/ 0,0003125 11,1 0,00015625 12,2/ 0,00003125 17,5
7|A 19,2

7|B 17,0

média 0,0004688 18,1
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5.1.7.2 Repetitividade

Encontrou-se a area de cada padrdo nas 10 injegdes. Esta foi obtida levando-se
em consideragao o maior comprimento de onda no qual o padrao apresenta 0 maximo de
absorcao, 280 ou 320 nm. Foi feita a média e desvio padrao para calcular o Coeficiente
de Variagéo (CV). O coeficiente de variagcado analisado para todos os padrées apresentou
valores abaixo de 4%, o que significa que esta dentro do valor esperado, ou seja, abaixo
de 10% do valor da média. O valor das areas, médias, desvios padrdes e coeficientes de

variagao estao descritos na Tabela 19.

135



Tabela 19. Repetitividade no ensaio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (areas e concentragdes dos padrdes utilizados)

. AREA AREA AREA AREA AREA AREA AREA AREA AREA AREA .

PADRAO nm* T.R.** 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA D.P.*** CV (%)
Ac. Galico 280 5,383 216,3 212,7 203,9 207,4 205,9 202,4 215,2 201,0 201,2 203,0 206,9 5,80 2,81
Acido
protocatecuico 280 7,591 198,7 190,0 193,0 197,2 199,9 214,8 207,6 197,7 198,6 2044 200,2 7,16 3,58
Catequina 280 8,751 244,0 235,0 234,6 223,7 2415 239,0 2391 238,2 237,7 236,5 236,9 5,44 2,30
Metil Galato 280 9,792 99,1 98,3 99,2 105,3 1071 104,7 1041 109,1 107,6 102,5 103,7 3,82 3,69
Acido Vanilico 280 10,844 337,0 339,0 323,8 340,0 341,0 340,0 341,9 342,3 339,9 340,3 338,5 5,38 1,59
Etil Galato 280 11,715 211,0 195,0 201,0 197,5 205,5 213,0 208,8 212,0 2129 198,9 205,6 6,93 3,37
Acido Ferrulico 320 13,537 221,0 211,2 212,5 219,1 219,3 213,5 218,6 216,8 217,3 218,2 216,8 3,25 1,50
Propil Galato 280 14,336 315,9 3111 309,9 310,9 325,0 311,8 320,0 313,6 313,6 316,3 314,8 4,71 1,49
Rutina 320 15,237 339,1 344,2 334,9 338,9 342,3 349,9 343,1 344,2 345,9 343,8 342,6 417 1,22
Miricetina 320 16,547 382,7 380,4 371,0 381,3 382,6 381,9 379,9 382,5 381,9 390,0 381,4 4,60 1,21
é;:gz‘lico 280 17,806 287,0 275,2 274,3 282,0 2824 278,3 279,7 289,7 280,4 278,0 280,7 4,84 1,72
Quercetina 320 19,168 363,0 362,6 365,1 3741 378,9 363,1 369,9 357,7 370,8 371,0 367,6 6,39 1,74
Luteolina 320 20,131 197,0 200,5 198,0 192,9 202,8 196,9 201,9 193,0 188,7 200,8 197,3 4,55 2,31
Kaempferol 320 21,933 321,0 3229 303,5 314,4 319,8 317,0 307,6 319,2 318,7 321,8 316,6 6,37 2,01
Apigenina 320 22,453 770,0 779,0 775,0 771,5 782,1 798,0 789,0 790,0 787,8 780,0 782,2 8,93 1,14

nm* = Comprimento de onda, T.R.** =

Tempo de retengdo, D. P*** = Desvio Padrao
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5.1.7.3 Limite de Detecg¢éo e Limite de Quantificagdo

Os limites de deteccao e quantificagdo foram calculados para todos os padroes

presentes nas amostras analisadas. Os resultados estao descritos na Tabela 20.
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Tabela 20. Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagdo no ensaio de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Amplitude do sinal ruido

) Concentragéo na menor Amplitude Limite Amplitude Limite
PADROES (mg/mL) concentragao do no branco branco x Detecgao branco x Quantificagao
padrao 3 (ng/mL) 5 (mg/mL)
inicio final diferenga inicio final diferenca
Acido Galico 0,001563 0,2 1,2 1,0 4,80 5,00 0,20 0,6 0,94 1,0 1,56
Catequina 0,003125 4,1 57 1,6 8,60 9,00 0,40 1,2 2,34 2,0 3,91
Epicatequina 0,003125 6,8 85 17 10,80 11,10 0,30 0,9 1,65 1,5 2,76
Etil Galato 0,000938 7,6 92 1,6 11,40 12,00 0,60 1,8 1,06 3,0 1,76
Ferrulico 0,000469 9,4 11,0 1,6 13,20 13,90 0,70 2,1 0,62 3,5 1,03
Propil Galato 0,000625 1,5 13,3 1,8 14,20 14,70 0,50 1,5 0,52 2,5 0,87
Resveratrol  0,000313 11,0 13,2 2,2 15,40 16,00 0,60 1,8 0,26 3,0 0,43
Cinamico 0,000031 139 153 14 17,70 18,20 0,50 1,5 0,03 2,5 0,06
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5.1.7.4 Idetificacdo e Quantificacdo dos padrbes

Apds a validacdo do método cromatografico utilizado, as amostras foram
preparadas e injetadas em duplicata para a identificacdo e quantificacdo dos padrbes
disponiveis.

Para a identificacdo utilizaram-se primeiramente dois requisitos, comparagdo do
tempo de retencdo e comparacdo do espectro de absor¢do da amostra com o padrao.
Caso ainda restassem duvidas, foi realizada a co-eluicdo. Este processo foi necessario
apenas para duas amostras (um padrao em cada uma).

Fez-se o processo comparativo para todos os picos presentes nas amostras, com
o objetivo de se identificar os padrdes disponiveis. Nem todos os picos foram
identificados, mesmo com um grande numero de padrbes disponiveis, isso pode ser
explicado pelo fato de alguns componentes fendlicos presentes nas amostras estarem
ligados com outras substancias, como por exemplo, os agucares, isso impede que a
substancia pura (padrao) seja identificada na amostra.

Os resultados da identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos nas
amostras de frutas estdo descritos na Tabela 21. A quantificagdo foi expressa em mg

padrao por grama de amostra.
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Tabela 21. Quantificagdo e ldentificagdo dos padrbes nos extratos do Cerrado avaliados:
Gabiroba, Murici e Guapeva (semente, casca e polpa) por cromatografia liquida de alta eficiéncia

FRUTAS PADROES CONCENTRAGAO
IDENTIFICADOS (mg de padrao/ g de extrato)
. Acido Ferrulico 1,699 + 0,002
Murici
Resveratrol 0,012 £ 0,001
Etil Galato 0,125 + 0,001
Gabiroba Catequina 3,164 + 0,036
Propil Galato 0,038 + 0,003
Guapeva Polpa Epicatequina 0,825 + 0,006
Guapeva Semente n.i. n.g.
Guapeva Casca Catequina 0,277 £ 0,007
Resultados de concentragdo em mg de padrdo por grama de extrato + desvio padrdo, n.i ndo identificado, n.q ndo
quantificado

5.1.8 Atividade antioxidante em plasma de animais tratados com frutas

Ao chegar ao biotério, os ratos estavam com 21 dias de vida e aproximadamente
55 gramas de P.C., os animais foram alimentados com ragdo comercial (Purina Labina) e
agua. Ao atingirem o peso ideal, aproximadamente 180 g, os animais ficaram em jejum
por um periodo de 24 horas antes da gavagem com extratos de frutas.

Na Tabela 22 estdo os resultados do calculo realizado para determinacdo da
quantidade de extrato que cada grupo recebeu durante a gavagem. A partir dos dados
obtidos no ensaio de fendis totais (g acido galico / kg extrato), foi preparada uma solugao
na concentragdo de 50 mg de acido galico/kg de P.C. animal, esta massa encontrada foi
dissolvida em 2,0 mL de agua (volume para cada animal). Esta concentragdo de extrato

foi previamente descrita por Bombardelli & Morazzoni (1995).
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Tabela 22. Concentracao de fenois totais de extratos etandlicos de frutas do Cerrado e calculo da
massa de extrato utilizada no ensaio antioxidante in vivo em ratos Wistar machos

CONCENTRAGAO MASSA EXTRATO
FRUTAS . .
(g acido galico / kg extrato) (mg)

Gabiroba 184,42 29,82
Guapeva Casca 55,88 98,43
Guapeva Semente 14,58 377,23
Guapeva Polpa 25,59 214,97
Murici 31,61 173,98

Massa de extrato calculada para animais com 110 g de peso corporeo.

Para o teste de extragdo dos compostos fendlicos, foi utilizado plasma retirado de
trés animais ndo tratados com extrato para avaliagdo das 5 metodologias pré
selecionadas. Apds o processo de extracdo, as amostras foram avaliadas pelo ensaio
antioxidante ORAC. Na Tabela 23, seguem os resultados do teste de extragao assim

como algumas observagdes importantes visualizadas durante os processos de extracao.

Tabela 23. Resultados da atividade antioxidante ORAC para amostras de plasma de animais
tratados apos teste de extragdo dos compostos fendlicos

ORAC OBSERVACOES
(MM Trolox equivalentes/L plasma)
Ghiselli et al. (1995) 8.992,20 + 821,23a Sobrenadante limpido sem
formacéao de precipitado
Serafini et al. (1998) 9.235,51 + 1381,09° Sobrenadante limpido com
formacao de precipitado
Prior et al. (2003) 16.010,44 + 1792,32° Sobrenadante limpido com
formacao de precipitado
Gardana et al. (2007) 13.002,92 + 992,78° Formaggo de pouca
quantidade de precipitado
Serafini et al. (2002) 5341,96 + 431,25° Sobrenadante limpido com

formacéao de precipitado

A extragdo dos polifendis € uma fase dificil por algumas razdes. Primeiro, estes

compostos estdo na maioria das vezes conjugados ao acido glucurdnico e a sulfatos ou
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presentes como polifendis glicosilados, e segundo, eles sdo suceptiveis a oxidacdo, em
altas temperaturas e condigdes de pH alcalino (ERLUND et al, 2002).

A necessidade da utilizacdo de uma enzima capaz de liberar os compostos
fendlicos que estdo ligados a outros grupos, foi levada em consideracéo por apenas dois
dos autores selecionados nos métodos de extracao, Serafini et al. (2002) e Gardana et al.
(2007). Nos dois trabalhos foi utilizada a mesma enzima, Sulfatase, mas com uma
diferenca nos tempos de acgdo. No trabalho de Serafini et al. (2002) a enzima reagiu com
o plasma por apenas 45 minutos e no de Gardana et al. (2007), por 18 horas. O resultado
no ensaio ORAC para o teste realizado mostra uma grande diferengca para estes dois
testes, e o tempo maior de acdo da enzima pode ter contribuido para o aumento do
potencial antioxidante no plasma. Lee et al. (2000) descreveram em seu trabalho que de
todos os métodos ja descritos na literatura para a etapa de hidrdlise, a utilizacdo da
enzima B-D-Glucuronidase e sulfatase foi o método mais eficiente para hidrolisar os
compostos conjugados.

Os mesmos autores também descreveram sobre a importancia do uso de
solventes como metanol, etanol, acetonitrila, acetona, e acetato de etila na extragdo dos
polifendis do plasma. Dos métodos testados no trabalho com frutas do Cerrado, apenas
Ghiselli et al. (1995) ndo levaram em consideragéo a extragado dos compostos fendlicos.

Um terceiro ponto que pode ser observado pelos resultados obtidos é a
precipitacdo das proteinas presentes no plasma. Estas podem influenciar, aumentando a
capacidade antioxidante, ou seja, o valor obtido ndo sera real, pois nao foi causado
apenas pelos polifendis das frutas. Dos métodos testados, o de Ghiselli et al. (1995),
mesmo com a utilizagdo de sulfato de amédnio ndo foi observado a precipitacdo das

proteinas durante o processo de extracdo. No método de Gardana et al. (2007), foi
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observado a precipitacdo de pequena quantidade de proteina, quando comparada com a
quantidade de outros métodos.

Algo que chamou atencio nos resultados € que o método descrito por Prior et al.
(2003) nao utilizou enzima e mesmo assim foi 0 que apresentou maior potencial
antioxidante pelo método ORAC. E o método descrito por Gardana et al. (2007) também
apresentou um valor de ORAC alto, quando comparado com os demais testes, mas teve
pequeno problema com a precipitacdo de proteina, pois este processo nao foi tao
eficiente. Entdo com um ultimo teste adicionou-se a etapa de hidrolise enzimatica por 18
horas ao método de Prior et al. (2003). O resultado foi satisfatério, pois foi obtido ORAC
de 19.302,88 + 1882,35 uM Trolox equivalentes/litro plasma, apresentando diferenca
estatistica do valor de ORAC do método de Prior et al. (2003).

Logo, a partir do resultado descrito acima, todas as amostras de plasma foram
extraidas pelo método de Prior et al. (2003) modificado pela adicdo da etapa de hidrélise
enzimatica por 18 horas.

As amostras de plasma foram diluidas em tampéao fosfato de potassio para que o
valor da absorbancia (métodos de fenois totais e TEAC) e fluorescéncia (método ORAC)
ficassem dentro da curva padrdo de cada método. Para o ensaio de fendis e ORAC as
amostras de plasma foram diluidas até concentragdo final de 0,0084 pL plasma/pL de
solugao, e para o ensaio TEAC, a concentracao foi de 0,0168 pL plasma/pL de solugao.

Os resultados destes trés métodos para avaliagao do potencial antioxidante estao

apresentados Tabelas 24 a 26.
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Tabela 24. Dosagem de Fendis totais em amostras de plasma de animais tratados com extratos de

frutas do Cerrado

FENOIS TOTAIS
(g de acido galicol/ litro de plasma)

Controle
Gabiroba
Guapeva casca

Guapeva semente

Guapeva polpa
Murici

30 minutos

60 minutos

120 minutos

114,09 + 29,26%*
390,40 + 90,73
321,44 + 44,78
356,57 + 106,36
340,55 + 109,43*
284,36 + 44,67

164,18 + 122,68%"
415,20 + 97,06"*
386,82 + 82,70°C
365,76 + 134,23
312,34 + 165,81
174,83 + 98,62

103,53 + 10,29°*
183,53 + 91,94
211,59 + 106,25%
122,95 + 23,268
144,91 + 34,61*
149 46 + 54,27

Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras mindsculas foram usadas na comparacgéo vertical entre os
grupos avaliados dentro do mesmo tempo, e letras mailsculas na comparacédo horizontal entre a mesma fruta em

tempos diferentes.

Tabela 25. Potencial antioxidante pelo ensaio TEAC para amostras de plasma de animais tratados
com extratos de frutas do Cerrado

TEAC

(UM Trolox equivalentes/ litro de plasma)

Controle
Gabiroba
Guapeva casca
Guapeva semente
Guapeva polpa
Murici

30 minutos

60 minutos

120 minutos

65,95 + 6,52°"
70,34 + 1,08
73,13 + 1,58
72,62 + 1,90
73,64 + 2,614
73,20 + 4,024

56,53 + 3,63%°
57,44 + 3,63%
57 ,76 + 3,59
61,22 + 2,71
60,54 + 9,90
67,36 + 7,48

57,66 + 3,63%°
57,68 + 5,528
51,78 + 2,86
53,07 + 5,812
59,29 + 2,25%
54,41 + 2,818

Analise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram usadas na comparacéo vertical entre os
grupos avaliados dentro do mesmo tempo, e letras mailsculas na comparacdo horizontal entre a mesma fruta em

tempos diferentes.

Tabela 26. Potencial antioxidante pelo ensaio ORAC para amostras de plasma de animais tratados
com extratos de frutas do Cerrado

ORAC
(MM Trolox equivalentes/ litro de plasma)

Controle
Gabiroba
Guapeva casca
Guapeva semente
Guapeva polpa
Murici

30 minutos 60 minutos 120 minutos
30247,30 + 4166,61** 22216,72 + 17396,06"* 18748,32 + 2585,25%"
35457,69 + 4358,49%" 46935,95 + 5262,81%¢  24394,92 + 5338,678

39060,90 + 7895,32%"
35307,06 + 3645,24%
34919,08 + 4868,11%"
33437,56 + 5461,22%

28889,73 + 2234,47"
26563,56 + 2890,14"8
29319,87 + 3814,02°°
23941,90 + 3675,68"

24610,89 + 4636,1128
23861,96 + 3544,91%
24412,09 + 6225,94%8
25834,73 + 1868,99%8

Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras minusculas foram usadas na comparagao vertical entre os grupos
avaliados dentro do mesmo tempo, e letras mailsculas na comparagao horizontal entre a mesma fruta em tempos diferentes.
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Muitos pesquisadores tém investigado a cinética e absorcao dos polifenéis pela
medida da concentragao dos mesmos no plasma e/ou urina em adultos apés a ingestao
de dose Unica de polifendis, provindos de compostos puros, extrato de plantas, bebidas e
alimentos (MANACH et al., 2005).

Era esperado que todos os grupos que receberam extratos apresentassem
resultados iguais ou acima do controle, pois este ndo recebeu dieta antioxidante. Isso foi
verificado nos trés ensaios realizados e nos diferentes tempos de coleta de sangue.

No ensaio de fendis totais, as maiores concentragcbes dos compostos fenodlicos
ocorreram nos periodos entre 30 minutos e 1 hora. Para os extratos de Gabiroba,
Guapeva semente e Guapeva polpa ndo houve diferenga estatistica nos resultados
referentes a estes dois periodos (30 e 60 minutos). A casca da fruta Guapeva apresentou
melhor resultado no tempo de 30 minutos e o Murici em 60 minutos. O tempo de 2 horas
foi que apresentou menores resultados para todos os extratos analisados, muito
provavelmente devido a elimigcao.

No teste TEAC todos os extratos promoveram um aumento no potencial
antioxidante nas amostras de plasma retiradas 30 minutos apdés a gavagem, quando
comparados com os outros tempos de coleta de sangue e com o grupo controle. Mesmo
assim, no tempo de 60 minutos apenas a Gabiroba e a Guapeva polpa ndo apresentaram
diferencga significativa quando comparada com os resultados no tempo de 120 minutos.
Para os outros extratos foi no tempo de 60 minutos que observou-se um maior potencial
antioxidante nas amostras de plasma em relagao ao controle.

No ensaio ORAC, os extratos analisados também promoveram um maior potencial
antioxidante no periodo entre 30 e 60 minutos. Apenas a Gabiroba apresentou maior valor

de ORAC no tempo de 1 hora.
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Era esperado que o maior potencial antioxidante e teor de fendis totais para todos
0s grupos ocorressem entre 30 minutos e 1 hora. Este tempo de maior nivel de polifendis
no sangue esta descrito em diversos artigos que avaliam a absor¢do, metabolismo e
atividade antioxidante em humanos e animais.

Goldberg et al. (2003) avaliou em seu estudo trés polifendis, Resveratrol,
Quercetina e Catequina (livres e conjugados) presentes em soro de humanos apds
consumo oral de vinho e suco de uva. Neste estudo houve tratamento do sangue com as
enzimas B-Glucuronidase e sulfatase. O maior nivel de fendis totais foi obtido em 30
minutos e apds isso houve um rapido declinio. Ja para os polifendis livres, o nivel maximo
ocorreu em 30 minutos para o Resveratrol e Catequina, e entre 30 e 60 minutos para a
Quercetina.

No estudo realizado por Talcott et al. (2006), com humanos tratados com 800 mg
de extrato de Punica granatum L. contendo 330,4 mg de ellagitannins pumicalagins e 21,6
mg de &cido elagico, também foi verificado no tempo de 30 minutos pico maximo de
atividade antioxidante no plasma através do método ORAC.

Em outro in vivo, em plasma de rato, a concentragdo maxima de Resveratrol
ocorreu 60 minutos apds a gavagem (BERTELLI et al., 1996).

Uma diminuigdo na capacidade antioxidante medida no soro ou plasma apds certo
periodo de ingestdo de fendlicos nao indica necessariamente um resultado indesejavel,
pois isso € conseqUéncia da absor¢do dos compostos responsaveis pelo potencial
antioxidante. Mas um aumento na concentragdo de radicais livres indicaria sim um
problema, pois ndao houve protecao pelos antioxidantes (PRIOR & CAO, 1999).

E importante saber que os polifendis sdo os mais comuns na dieta humana, mas
nao sado necessariamente os mais ativos dentro do corpo, ou porque tém uma baixa

atividade intrinseca ou porque sao pouco absorvidos pelo intestino, altamente
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metabolizados, ou rapidamente eliminados. Além disso, os metabdlitos, que s&o
encontrados no sangue e nos 6rgaos alvo e que resultam da atividade digestiva ou
hepatica, podem ser diferentes da substancia inicial em termos de atividade bioldgica. Um
grande conhecimento sobre a biodisponibilidade dos polifenéis é essencial para que os

efeitos dos mesmos para a saude sejam entendidos (MANACH et al., 2004).

5.1.8.1 Espectrometria de Massas

No ensaio de Espectrometria de Massas foi feito um mix de todas as amostras de
plasma do mesmo grupo utilizadas nos ensaios antioxidantes apdés o processo de
extracdo dos compostos fendlicos, e a identificacdo dos polifendis foi realizada para as
amostras coletadas no tempo do tempo 30 minutos apds a gavagem por ter sido as que
apresentaram melhores resultados pelos testes antioxidantes. Os espectros de cada

grupo estao descritos nas Figuras 38 a 42
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Figura 38. Espectro de Massas (Grupo 2 Gabiroba)
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Figura 39. Espectro de Massas (Grupo 3 Guapeva casca)
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Figura 41. Espectro de Massas (Grupo 5 Guapeva polpa)
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Figura 42. Espectro de Massas (Grupo 6 Murici)

Como descrito nos resultados do ensaio de CLAE para as frutas do Cerrado, a
andlise de quantificacdo mostrou que para a maioria dos compostos identificados a
concentracao encontrada foi bem pequena, logo era esperado que nao fosse possivel a
identificagdo dos mesmos padrbes nas amostras de plasma. Assim, apenas a catequina
inicialmente identificada na amostra da fruta Gabiroba, pode ser visualizada pelo método

de Espectrometria de Massas.
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5.1.9 Ensaio de mutagenicidade (Teste Micronucleos)

O teste do micronucleo é o ensaio mais amplamente utilizado para a detecgao de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregagcdo cromossOmica anormal), internacionalmente aceito como
parte da bateria de testes recomendada para a avaliagdo do potencial mutagénico e para
o registro de novos produtos quimicos que entram anualmente no mercado mundial. O
teste do micronucelo tem sofrido varias modificacdes inovadoras em seu protocolo e este
fato aponta para uma ampliagdo da sua aplicabilidade (SALVADORI et al.,2003).

A quantificagdo da frequéncia de micronucleos €& extensivamente utilizada na
epidemiologia molecular e citogenética para avaliar a presenca e a extensdo de danos
cromossOdmicos em populacbes humanas expostas a agentes genotdxicos ou que
apresentam um perfil genético susceptivel (FENECH et al., 1999).

No ensaio de mutagenicidade foram testadas duas concentragdes diferentes de
cada extrato etandlico (200 e 400 mg de extrato/kg P.C. animal). Estas concentracdes
também foram utilizadas no ensaio descrito por Fagundes et al. (2005). Com estas duas
concentragdes nenhum animal morreu durante o experimento, e também nao foi notada
nenhuma alteragdo no comportamento dos animais.

Como descrito na metodologia, os animais assim como a ragdo eram pesados a
cada 3 dias. Na Tabela 27 estdo descritos a média dos pesos dos animais de cada grupo.
E possivel observar que a média final de todos os grupos foi bem préxima, mostrando que

0 ganho de peso foi constante, indiferente ao tipo de tratamento recebido.
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Tabela 27. Peso dos animais utilizados no ensaio in vivo de Micronucleo

EXTRATOS / DIAS
CONCENTRAGAO* 1 4 7 10 13 15 MEDIA
Murici (200) 15,84 20,33 22,95 23,78 23,97 27,25 22,35+ 3,89
Murici (400) 16,42 19,56 22,58 23,81 26,00 27,63 22,67 +4,14
Gabiroba (200) 16,50 20,64 23,05 25,30 27,10 28,26 23,48 +4,39
Gabiroba (400) 17,80 22,01 22,75 24,32 26,89 27,33 23,52+ 3,52
Guapeva semente (200) 16,72 20,13 20,31 22,89 23,77 25,15 21,49+3,05
Guapeva semente (400) 15,43 18,47 20,24 21,99 2293 24,80 20,64 + 3,36
Guapeva casca (200) 16,12 20,74 24,15 26,62 28,27 29,81 24,28+5,12
Guapeva casca (400) 17,71 21,58 23,05 25,18 26,95 28,61 23,85+3,94
Guapeva polpa (200) 17,19 21,36 23,37 2541 27,38 28,81 23,92+4,25
Guapeva polpa (400) 18,40 22,00 24,11 26,03 27,54 27,66 24,29 + 3,61
Controles 15,25 20,04 22,10 24,81 26,61 28,17 22,83+4,75

*Concentragdo em mg extrato/ kg de peso corpéreo. Média + desvio padraodo peso dos animais.

Figura 43. Ensaio de Micronucleos, aplicagao da droga Ciclofosfamida

Os animais receberam os extratos de frutas por 2 semanas (DELMANTO et al.,

2001). No 15° dia, os animais receberam injecdo intraperitonial de CPA ou NaCl de

acordo com o grupo ao qual pertenciam (Figura 43). A quantidade que cada animal

recebeu da droga foi dependente do peso médio do grupo.
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A CPA possui agdo antineoplasica importante no tratamento de varios tumores
como os de mama, pulmonares e leucemia. Por conta de seu potente efeito mutagénico,
diversos autores utilizaram droga a CPA em estudos de mutagenicidade e
antimutagenicidade (RABELLO-GAY, 1985; BAZO, 1997; SALVADORI, 1991;
MUKHOPADHYA et al., 1998). A atividade antitumoral da CPA baseia-se na formacao de
ligacOes entre as fitas de DNA, alterando sua estrutura e funcionalidade (DONG et al.,

1995)

Figura 44. Visualizagdo da lamina fotografada no Ensaio de Micronucleos in vivo. “A” (NCE,
eritrécito maduro, corado de rosa), e “B” (PCE, eritrocito imaturo, corado de azul), “C” (MNPCE,
micronucleos, porg¢ao citoplasmatica de cromatina de forma redonda ou ovalada que se localiza
perto do nucleo)

A analise dos dados foi feita através do teste de x* (Qui-quadrado), indicado para
casos em que um grande numero de unidades amostrais deve ser considerado e a
ocorréncia das anomalias procuradas constituem um evento raro. O x? é um teste
estatistico muito utilizado em trabalhos de Citogenética, pois possibilita a comparagao da
freqiéncia de dados que, neste trabalho, esta relacionada com a frequéncia de
micronucleos (NETO et al.; 2005).

Foram contados inicialmente os PCE's e NCE's até a somatdria destas duas

células chegar a 500 unidades. Depois continuou-se a contagem apenas dos PCE’s até
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1000 unidades. Desde o inicio contaram-se os micronucleos. Logo, ao final da contagem,
foram anotados os seguintes valores para cada lamina ainda codificada: NCE, PCE e
MNPCE (Figura 44).

Os resultados para o ensaio de micronucleos seguem nas Tabelas 28 e 29.

Tabela 28. Resultados no teste de Micronucleos, apresentando % MNPCE e % Redugao

EXTRATOS! N° células
CONCENTRACAO*/ analisadas % MNPCE % Redugido
TRATAMENTO

Controle + CPA** 8000 1,94 + 0,61 0,00
Controle — NaCl 8000 0,30+ 0,19

Murici 400+ CPA 5000 0,52 + 0,24 97,71°
Murici 400+ NaCl 6000 0,18 £0,12

Gabiroba 200+ CPA 6000 0,57 £0,43 92,37 @
Gabiroba 200+NaCl 6000 0,40 £ 0,21

Gabiroba 400+ CPA 6000 0,53 £ 0,31 93,892
Gabiroba 400+ NaCl 6000 0,52 +£0,29

Guapeva Semente 200 + CPA 6000 0,57 + 0,34 83,72°
Guapeva Semente 200+ NacCl 6000 0,35+ 0,45

Guapeva Semente 400+ CPA 6000 0,55 +0,45 71,61 ¢
Guapeva Semente 400+ NaCl 6000 0,53+0,42

Guapeva Casca 200 + CPA 6000 0,52+0,13 73,33 ¢
Guapeva Casca 200+ NaCl 6000 0,40+0,13

Guapeva Casca 400+ CPA 6000 1,10 £ 1,09 43,23 °
Guapeva Casca 400+ NaCl 6000 0,43+0,14

Guapeva Polpa 200 + CPA 6000 0,60 £ 0,28 69,03 f
Guapeva Polpa 200+ NacCl 6000 0,32 +£0,29

Guapeva Polpa 400+ CPA 6000 0,52 + 0,21 73,33 ¢
Guapeva Polpa 400+ NacCl 6000 0,42 + 0,31

*Concentragdo em mg extrato/ kg de peso corpéreo. CPA** = Ciclofosfamida. Andlise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05.
Letras minusculas iguais significam grupos com resultados sem diferencga estatistica.
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Tabela 29. Resultados do teste de Micronucleos apresentando resultados de niumero de células
analisadas, numero de micronucles, nimero e micronucleos esperados e analise estatistica por
Qui Quadrado

RESULTADOS TESTE DE MICRONUCLEOS

Grupos comparados/ n° células MN 2
Concentragao* analisadas esperado

Controle + CPA** 8000 155 77,5

Controle - NaCl 8000 24 12,0 95,87
16000 179 89,5

Murici 200 + CPA 6000 33 18,0

Murici 400+ CPA 5000 26 11,8 29,52
11000 59 29,8

Murici 200 + CPA 6000 33 141

Controle + CPA 8000 155 88,6 74,96
14000 188 102,7

Murici 400+ CPA 5000 26 10,0

Controle + CPA 8000 155 95,4 62,86
13000 181 105,4

Murici 200+ NacCl 6000 29 12,4

Controle - NaCl 8000 24 13,7 29,81
14000 53 26,1

Murici 400+ NaCl 6000 11 4,7

Controle - NaCl 8000 24 13,7 16,10
14000 35 18,4

Gabiroba 200+ CPA ? 6000 34 17,0

Gabiroba 400+ CPA ° 6000 32 16,0 0,06
12000 66 33,0

Gabiroba 200+ CPA 6000 34 14,6

Controle + CPA 8000 155 88,6 75,73
14000 189 1031

Gabiroba 400+ CPA 6000 32 13,7

Controle + CPA 8000 155 88,6 74,20
14000 187 102,3

Gabiroba 200+NacCl 6000 24 10,3

Controle - NaCl 8000 24 13,7 26,00
14000 48 24,0

Gabiroba 400+ NaCl 6000 31 13,3

Controle - NaCl 8000 24 13,7 31,33
14000 55 27,0
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RESULTADOS TESTE DE MICRONUCLEOS

Grupos comparados/ n° células MN 2
Concentragao* analisadas esperado X
Guapeva Semente 200 + CPA b 6000 34 17,0
Guapeva Semente 400+ CPA ° 6000 33 16,5 0,01
12000 67 33,5
Guapeva Semente 200 + CPA 6000 34 14,6
Controle + CPA 8000 155 88,6 75,73
14000 189 103,1
Guapeva Semente 400+ CPA 6000 33 14,1
Controle + CPA 8000 155 88,6 74,96
14000 188 102,7
Guapeva Semente 200+ NaCl 6000 21 9,0
Controle - NaCl 8000 24 13,7 23,71
14000 45 22,7
Guapeva Semente 400+ NaCl 6000 32 13,7
Controle - NaCl 8000 24 13,7 32,10
14000 56 27,4
Guapeva Casca 200 + CPA 6000 31 15,5
Guapeva Casca 400+ CPA 6000 66 33,0 12,63
12000 97 48,5
Guapeva Casca 200 + CPA 6000 31 13,3
Controle + CPA a 8000 24 13,7 31,33
14000 55 27,0
Guapeva Casca 400+ CPA 6000 66 28,3
Controle + CPA 8000 155 88,6 100,11
14000 221 116,9
Guapeva Casca 200+ NaCl 6000 24 10,3
Controle - NaCl 8000 24 13,7 26,00
14000 48 24,0
Guapeva Casca 400+ NaCl 6000 26 11,1
Controle - NaCl 8000 24 13,7 27,52
14000 50 24.9
Guapeva Polpa 200 + CPA ° 6000 36 18,0
Guapeva Polpa 400+ CPA ° 6000 31 15,5 0,37
12000 67 33,5
Guapeva Polpa 200 + CPA 6000 36 15,4
Controle + CPA 8000 155 88,6 77,25
14000 191 104,0
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RESULTADOS TESTE DE MICRONUCLEOS

Grupos comparados/ n° células MN 2
Concentragao* analisadas esperado
Guapeva Polpa 400+ CPA 6000 31 13,3
Controle + CPA 8000 155 88,6 73,44
14000 186 101,9
Guapeva Polpa 200+ NaCl 6000 19 8,1
Controle - NaCl 8000 24 13,7 22,19
14000 43 21,9
Guapeva Polpa 400+ NaCl 6000 25 10,7
Controle - NaCl 8000 24 13,7 26,76
14000 49 24 .4

*Concentragdo em mg extrato/ kg de peso corpéreo. CPA** = Ciclofosfamida. Andlise estatistica pelo método Tukey,
com p<0,05. Letras minusculas iguais significam grupos com resultado sem diferenga estatistica.

Para validar o método, foi feita uma comparacao dos dois controles, positivo e
negativo. Deve haver diferencga significativa entre eles, ou seja, qui quadrado maior que
3,84 e o numero de micronucleos do grupo que recebeu CPA (controle positivo) deve ser
maior que o grupo que recebeu NaCl (controle negativo). Isso aconteceu no teste com os
frutos do Cerrado, logo o método foi validado. Logo, a concentracao utilizada de CPA, no
controle positivo, mostrou-se eficiente na indugao de dano cromossémico em eritrécitos
imaturos (PCEs).

O mesmo processo foi realizado para os demais grupos, sempre comparando 0s
grupos de extratos que receberam NaCl no ultimo dia, com o grupo controle negativo e a
outra comparagéo realizada entre os grupos de extratos + CPA com o controle positivo. A
comparacgao também foi avaliada pela analise estatistica Qui quadrado com o objetivo de
verificar se existia ou ndo diferenca significativa a 5% entre os grupos comparados.

Todos os extratos analisados, tanto na concentragdo de 200 como na de 400 mg
de extrato por kg de P.C., apresentaram diferencga significativa a 5% quando comparados

com o controle positivo. Isso significa que os extratos de frutas do Cerrado possuem
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poder protetor contra a droga CPA, ou seja, os extratos sdo antimutagénicos, uma vez
que todos os tratamentos promoveram uma redugdo no numero de micronucleos em
relagdo ao esperado para o controle positivo.

Outra verificagao também possivel através do teste de micronucleos é a resposta
se o extrato testado € ou ndo mutagénico. Para isso, deve-se comparar os grupos de
extratos que receberam NaCl no ultimo dia com o controle negativo, e eles devem
apresentar diferenca significativa (5%). Todos os extratos do Cerrado analisados no
presente trabalho, para as duas concentragdes (200 e 400 mg extrato/kg P.C.) ndo sdo
mutagénicos, ou seja, o numero de MN esperado para os grupos de extrato + NaCl foi
menor do que do controle negativo (Tabela 29).

Ao comparar as duas concentracdes utilizadas para o mesmo extrato, conclui-se
que a Gabiroba, Guapeva semente, Guapeva polpa sdo estatisticamente iguais (teste x,
p<0,05) para as concentragbes de 200 e 400 mg extrato/ kg de P.C., isso significa que se
o efeito protetor é similar para as duas doses testadas, ndo & necessario utilizar a
dosagem maior. O mesmo ocorre para o extrato Guapeva casca, 0s grupos com
diferentes concentragdes diferem-se estatisticamente, e o extrato com menor dosagem
apresentou um efeito protetor contra a droga testada, CPA, maior que o extrato com maior
dosagem.

De acordo com o valor de reducao, o extrato que apresentou maior efeito protetor
contra a droga CPA foi o Murici na concentracido de 400 mg extrato/kg de P.C., com
reducado de 97,71 %. E o que menos protegeu foi a Guapeva casca 400 mg extrato/kg de
P.C., com redugao de 43,23%. Estes resultados indicam que a agao antimutagénica pode
ser explicada apenas em parte pela acdo antioxidante, uma vez que o melhor efeito
antimutagénico foi observado com um extrato que sempre apresentou os menores efeitos

antioxidantes. Porém, a acao antioxidante n&o pode ser totalmente descartada uma vez
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que a segunda melhor fruta no quesito MN foi a Gabiroba, que sempre apresentou maior
potencial antioxidante.

O ensaio de micronucleos serve como um primeiro passo no estudo de compostos
mutagénicos, tendo a vantagem de ser mais rapido que a analise de aberragdes
cromossomicas (FREITAS et al.,, 2007). Os resultados positivos obtidos neste teste
fornecem fortes evidéncias de genotoxicidade sistémica da substancia quimica avaliada.
Sob condigbes experimentais apropriadas (isto €, quando ocorre exposicao da medula
6ssea), os resultados negativos suportam a conclusdo de que a substancia teste nao é

genotoxica in vivo (RIBEIRO, & MARQUES, 2003)

5.1.10 Teste Antiinflamatorio (Edema de Pata)

O teste de edema de pata induzido por carragenina € o modelo experimental
classicamente utilizado para o screening da atividade antiinflamatéria de extratos e
compostos isolados (NAKAMURA & SHIMIZU, 1974).

Os animais (ratos albinos machos) foram mantidos no Biotério Central da UNIFAL
até atingirem peso de aproximadamente 200-300 g. Eles receberam ragdo comercial e
agua livres até o momento do experimento. Ao chegarem ao biotério do Laboratério de
Nutricdo, os animais foram pesados. As solugbes de extrato de frutas assim como a
indometacina foram preparadas levando em consideragcdo a média do peso do grupo de

animais. O peso médio esta descrito na Tabela 30.
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Tabela 30. Peso animais Teste Edema de Pata

Peso animais (g)

Gabiroba (200) 225,59 + 18,25
Gabiroba (400) 240,66 £ 7,97

Guapeva casca (200) 227,51 £ 16,37
Guapeva casca (400) 245,17 £ 14,90
Guapeva polpa (200) 217,84 £ 5,30

Guapeva polpa (400) 222,69+ 7,03

Guapeva semente (200) 224,35 £ 14,28
Guapeva semente (400) 228,74 £ 13,33
Murici (200) 232,24 + 14,57
Murici (400) 210,88 + 11,10
Controle 240,85 + 17,77
Controle (Indometacina) 228,94 + 20,68

*Concentragdo em mg extrato/ kg de peso corpéreo. Média + desvio padrao do peso de cada um dos
grupos.

Os animais receberam por gavagem volume de 1 mL do extrato dissolvido em
agua (concentracao referente ao grupo em que pertenciam, 200 ou 400 mg de extrato/ kg
P.C.), o grupo do controle positivo recebeu indometacina (5mg/Kg de P.C.) e o negativo,
recebeu apenas o veiculo, agua. Exatamente uma hora apds a gavagem, foi administrada
na regido subplantar da pata traseira direita do rato 0,1 mL de Carragenina (1 mg/ pata).

A injecdo subcutanea de carragenina na pata de ratos ou camundongos induz o
aumento agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema é proporcional a
intensidade da resposta inflamatéria, constituindo um parametro util na avaliacédo da
atividade antiinflamatéria de novos compostos (MARTINS et al., 2000).

O deslocamento do volume provocado na pata direita dos animais nos tempos de
1h, 2h, 3h, 4h foi considerado como o edema resultante na pata do animal pela agressao

do agente flogistico (Carragenina).
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As Figuras 45 a 49 apresentam os graficos da variagdo do volume da pata direita
dos animais de cada grupo. O volume basal foi subtraido de todos os encontrados 1, 2, 3

e 4 horas ap0s a injegdo com carragenina.
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Figura 45. Grafico com resultados para extrato da fruta Gabiroba no teste de Edema de pata
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Figura 46. Grafico com resultados para extrato da fruta Murici no teste de Edema de pata
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Edema de pata - Guapeva semente
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Figura 47. Grafico com resultados para extrato da fruta Guapeva semente no teste de Edema de
pata
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Figura 48. Grafico com resultados para extrato da fruta Guapeva casca no teste de Edema de pata
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Edema de pata - Guapeva polpa
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Figura 49. Grafico com resultados para extrato da fruta Guapeva polpa no teste de Edema de pata

Pode-se observar que a pata dos animais que receberam apenas o veiculo
apresentou, como esperado, um aumento no volume durante o periodo de realizagado do
experimento. Nenhum animal, tanto os que receberam extrato de frutas como também o
controle positivo, que recebeu Indometacina, apresentou curva caracteristica parecida
com o grupo veiculo, logo, todos os grupos apresentaram agao antiinflamatéria. Isso pode
ser registrado pelo fato do volume da pata de ratos tratados ndo ser maior que o volume
da pata dos animais que receberam apenas o veiculo. Com este dado também pode-se
concluir que nenhum dos extratos apresentaram caracterisitica inflamatoria.

Na inflamagao experimental induzida por carragenina em patas de ratos, acredita-
se que ocorra inicialmente uma primeira fase (em torno da primeira hora apdés o estimulo)
com participacéo de histamina e serotonina oriundos da degranulagao de mastécitos. Em
uma segunda fase (22 - 3% hora apds o estimulo), ocorreria liberagédo de cininas
plasmaticas, e, finalmente, uma terceira fase (3% — 4% hora apds o estimulo) onde as
prostaglandinas seriam os principais mediadores presentes no sitio inflamado. Assim a

carragenina representa um bom exemplo de substancia usada experimentalmente capaz
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de demonstrar que o processo inflamatério € multimediado e onde os mediadores
possivelmente interagem entre si no sentido de favorecer o desenvolvimento do processo
inflamatério (DI ROSA et al., 1971; NAKAMURA & FERREIRA, 1987).

A indometacina, considerada um inibidor da cicloxigenase, € capaz de impedir
esse processo inflamatério. Portanto, sugere-se que o mecanismo de acdo do extrato
esteja relacionado a inibicdo da sintese de prostaglandina. O mesmo ocorre no
mecanismo antiinflamatério da indometacina, durante o processo inflamatério induzido por
carragenina (DI ROSA et al., 1971).

Observando-se os resultados obtidos para o efeito antiinflamatério (%), descrito na
Tabela 31, os resultados de efeito protetor obtidos para o antiinflamatério Indometacina
estao de acordo com os valores descritos na literatura por outros autores como Padilha et
al., (2010) e Villalba et al. (2007). A indometacina apresentou resultados em média de
55,9% de protecao, sem diferenga estatistica no periodo de 4 horas.

Ao comparar as amostras com o controle positivo, no tempo de 1 hora apds a
injecao da Carragenina, apenas a Gabiroba 200, Guapeva semente 200, Guapeva polpa
400 e Murici 200 mg de extrato/kg de P.C. ndo apresentaram resultados estatisticamente
iguais aos da Indometacina. Destes extratos descritos acima, nenhum apresentou efeito
antiinflamatério maior que a Indometacina.

No tempo de 2 horas, os extratos Gabiroba 400, Guapeva casca 400 e Murici 400
mg de extrato/kg de P.C. apresentaram resultados estatisticamente iguais ao do controle
positivo.

Foi observado um aumento no efeito antiinflamatdrio de todos os extratos das
frutas em analise (nas duas concentra¢des) a partir da segunda hora de analise, ocasiao
em que varios extratos apresentaram potencial maior que o da Indometacina. A gabiroba

nas concentracdes de 200 e 400 mg de extrato/kg de P.C., como também o Murici na
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concentragao de 400, apresentaram pico de efeito protetor 4 horas apds a indugdo com
carragenina. Os demais extratos apresentaram pico maximo de prote¢cao na terceira hora,
e este efeito manteve-se sem alteracdo até a ultima hora de analise. De acordo com
Sartori et al 2003, a carragenina desencadeia o processo inflamatério mediado por
prostaglandinas, apresentando pico maximo entre 2 a 3 horas apos a aplicagdo. Logo os
extratos do Cerrado analisados, apresentaram protecdo maxima contra o0 processo
antiinflamatério exatamente no pico maximo de agéo da droga utilizada.

Os extratos que apresentaram melhores resultados quanto ao efeito
antiinflamatério no modelo de edema induzido por Carragenina, foram a Guapeva casca
(200 e 400), Guapeva semente (200), Guapeva polpa (200) e Murici (200 e 400 mg de
extrato/kg de P.C.), sem diferenca estatistica entre os resultados obtidos para estes
extratos. O que chamou atencao foi que a Guapeva semente e Murici apresentaram efeito
protetor equivalente para as duas concentragbes testadas, e a Guapeva polpa se
destacou na concentracdo de 200 mg de extrato/kg de P.C., logo, ndo é necessario
utilizar uma concentracao superior (400 mg de extrato/kg de P.C.) para se obter um efeito

antiinflamatoério.
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Tabela 31. Porcentagem de efeito Antiinflamatério no ensaio in vivo de Edema de Pata para os
extratos de frutos do Cerrado

EFEITO ANTIINFLAMATORIO (%) / EDEMA DE PATA

Gabiroba (200%)
Gabiroba (400%)

Guapeva casca (200)
Guapeva casca (400)
Guapeva semente (200)
Guapeva semente (400)
Guapeva polpa (200)
Guapeva polpa (400)

Murici (200)
Murici (400)
Indometacina

Hora 1

Hora 2

Hora 3

Hora 4

38,14 + 25,74
62,20 + 34,76
54,04 + 30,52
67,78 + 27,92°*
45,45 + 33,31
52,58 + 28,39
55,76 + 18,80
24,83 + 19,33%"
23,91 + 16,78%
60,05 + 28,78
53,09 + 35,48

68,39 + 28,41%°
55,25 + 33,162
71,26 + 14,68%®
58,13 + 29,83
72,09 + 32,03%®
29,06 + 5,78

68,39 + 30,59%®
39,24 + 25 47
66,75 + 15,50%®
60,59 + 28,40°*
53,20 + 26,21

70,71 + 14,64%®
64,78 + 20,40%®
86,75 + 17,22
90,93 + 15,418
87,80 + 25,75
56,90 + 21,86
88,15 + 15,86
57,81 + 31,916
81,69 + 23,40°
77,68 + 26,58
56,90 + 14,98°*

87,41 + 16,48%
78,23 + 24,68
90,68 + 14,02%C
89,45 + 18,37%®
90,68 + 29,36%
63,67 + 9,68

95,92 + 19,42%C
66,33 + 42,148
82,07 + 12,56%
86,99 + 15,35
60,41 + 8,46™"

*Concentragdo em mg extrato/ kg de peso corpéreo .Analise estatistica pelo método Tukey, com p<0,05. Letras
minusculas foram usadas na comparagao vertical entre os extratos no mesmo intervalo de tempo e letras maiusculas
na comparagao horizontal entre o mesmo extrato em diferentes momentos.
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5.1.11 Teste de Genotoxicidade (Ensaio Cometa)

A mensuragdo dos niveis de estresse oxidativo ao DNA envolvia técnicas
bioquimicas sofisticadas que necessitavam de consideravel quantidade de tecido para a
sua correta quantificacdo. Dessa forma, em virtude dos limites relacionados com a
obtencao de material suficiente para analise, essas técnicas nao podiam ser aplicadas em
pequenas quantidades de tecidos, como aqueles obtidos durante procedimentos
endoscopicos. O Ensaio Cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética
devido as suas peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para
deteccao de substancias genotoxicas.

O ensaio do cometa (Single Cell Gel Electrophoresis, EC) é uma técnica rapida e
eficiente quando usada para quantificar as lesdes e detectar os efeitos do reparo no DNA
em células individualizadas de mamiferos. Nao é teste utilizado para detectar mutacoes,
mas sim lesbes gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutacao.
Diferente das mutacbes, as lesbes detectadas pelo Ensaio Cometa sao passiveis de
corregao. Assim sendo, esse ensaio pode ser também utilizado para estudos de reparo do
DNA, trazendo informacbes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada,
embora nédo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo (ALBERTINI et al.,
2000).

Os animais foram tratados com os extratos de frutas do Cerrado, Gabiroba,
Guapeva (semente, casca e polpa) e Murici, nas concentracbes de 200 e 400 mg de
extrato/kg de P.C. por 1 semana (HORVATHOVA et al., 2009). O sacrificio ocorria sempre

no oitavo dia.
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Foi realizado o teste de viabilidade celular com os hepatdcitos de um animal de
cada grupo. Foi aceita viabilidade celular minima de 70% (SASAKI et al., 2007). Nenhum
dos grupos testados apresentou viabilidade menor que 85%.

Seguem fotos (Figuras 50 a 52) tiradas durante o experimento com Frutas do

Cerrado no ensaio Cometa, mostrando diferentes niveis visualizados em hepatécitos.

SCORE 1 .

SCORE 3

Figura 50. Niveis 1 e 3 de danos no DNA no Ensaio Cometa

SCORE 3

SCORE 2

* SCORED

Figura 51. Niveis 3, 2 e 0 de danos no DNA no Ensaio Cometa
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SCORE 0 Q,

SCORE 0

SCORE 4

. '0’ SCORE 1

Figura 52. Niveis 4, 0 e 1 de danos no DNA no Ensaio Cometa

APOPTOSE

Figura 53. Apoptose (ndo determinado no Ensaio Cometa)

E importante ressaltar que a apoptose (Figura 53) nZo foi considerada como nivel
4, uma vez que apoptose significa morte celular e ndo dano. A apoptose nao é medida
através ensaio cometa.

A leitura das laminas foi feita no Microscopio de Fluorescéncia NIKON - Modelo
Eclipse E600. Os resultados para o Dano no DNA (%) e Células danificadas (%) seguem

na Tabela 32.
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Tabela 32. Resultados para porcentagem de dano no DNA e células danificadas a partir do

tratamento de animais com extratos de frutas do Cerrado, avaliados no Ensaio Cometa

TRATAMENTO/ DANO NO DNA CELULAS
CONCENTRAGAO (%) DANIFICADAS (%)
Controle positivo (+ H,05) 275,80 + 11,76 97,40 £ 1,34
Controle negativo 182,20 +7,16° 83,00 + 1,58"
Guapeva semente (200)+ H,O, 179,60 £ 39,447 79,00 £ 17,01*
Guapeva semente (200) 82,60 £ 12,52 47,20 +7,53°
Guapeva semente (400) + H,0, 133,20 + 29,82° 62,60 + 8,47°

Guapeva semente (400)

Guapeva Casca (200) + H,0,

Guapeva Casca (200)

Guapeva Casca (400) + H,0O,
)

105,60 + 20,45
171,60 + 54,96
141,20 + 7,01°
153,40 + 31,17

61,40 + 19,018
78,40 + 11,80*
79,40 + 11,06"
78,80 + 16,47*

Guapeva Casca (400 80,00 £ 12,81 46,00 + 7,97°
Guapeva polpa (200) + H,0, 170,40 + 49,76 78,80 + 10,85
Guapeva polpa (200) 134,80 + 24,84° 76,00 + 7,78%
Guapeva polpa (400) + H,O, 204,20 + 53,637 86,40 + 11,95
Guapeva polpa (400) 99,00 £ 25,33 58,20 £ 12,74
Gabiroba (200) + H,0, 216,60 + 41,65 88,80 + 10,26
Gabiroba (200) 147,80 + 23,04 85,00 + 8,00°
Gabiroba (400) + H,0, 214,20 + 30,24 89,80 + 13,08
Gabiroba (400) 142,80 + 17,84 73,00 £ 5,15
Murici (200) + H,O» 192,80 + 62,24 81,80 + 10,57
Murici (200) 98,40 + 60,04 57,80 + 32,51
Murici (400) + H,O, 129,60 + 35,27 64,20 + 16,10
Murici (400) 106,00 + 12,23 50,80 + 9,73

Resultado da concentragdo em mg extrato por Kg de peso corpdreo. Letras minusculas foram utilizadas na comparagéo dos
resultados do dano Oxidativo, e letras mailsculas na comparagdo das células danificadas.

Para a avaliacédo do indice de dano no DNA que pondera os niveis de degradacao
de DNA na amostra, diferenciando quando tem muitos danos tipo niveis 4 e 1, por
exemplo, os dois controles foram comparados e houve diferenca significativa com p<0,05
pelo teste de Tukey.

Os grupos tratados com extrato e que receberam peréxido de hidrogénio foram
comparados com o controle positivo (que também recebeu peréxido de hidrogénio).

Houve diferenga significativa entre eles e o controle apresentou maior dano no DNA que
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todos os grupos de extratos, tanto na concentracdo de 200 como na de 400 mg extrato/kg
P.C. Este resultado demonstra que as frutas do Cerrado estudadas, Guapeva semente,
casca e polpa, Murici e Gabiroba protegeram o DNA contra dano/lesao causado pela
droga peroéxido de hidrogénio na concentragdo de 100mM.

Ao comparar os grupos de extratos que nao receberam peréxido de hidrogénio
com o controle negativo (que também ndo foi exposto ao H,0,), todos apresentaram
diferenga significativa e o dano no controle negativo foi maior do que o apresentado pelos
grupos de extratos nas duas concentracoes. Isso demonstra que as frutas estudadas nao
causaram danos ao DNA.

Os grupos de extratos que receberam perdxido de hidrogénio deveriam ser
significativamente diferentes dos que ndo receberam a droga, além de apresentar dano
maior quando comparados com os grupos de extratos sem perdxido de hidrogénio. Isso
s6 nao foi verificado para o extrato Guapeva casca 200 mg extrato/kg P.C., demonstrando
que a concentracao de droga nao foi suficiente para causar dano ao DNA dos animais
tratados com o extrato em questdo, pois a fruta demonstrou ser mais eficiente contra o
peroxido.

Nao houve diferenga entre as duas concentracdes de extratos avaliadas (200 e
400 mg extrato/ kg P.C.), logo, pode-se afirmar que nado é necessario utilizar a
concentracao de 400, gastando assim uma maior quantidade de extrato ja que com a
metade desta concentragdo obtem-se a mesma redugéo contra danos no DNA.

Ao comparar todos os grupos de extratos que receberam peréxido de hidrogénio,
verificou-se que Murici 400, Semente da Guapeva 200, Casca da Guapeva 200 e Polpa
da Guapeva 200 mg de extrato/kg de P.C. foram os extratos que mais protegeram contra
danos no DNA causados pela droga utilizada. Um ponto relevante é que todas as partes

(semente, casca e polpa) da fruta Guapeva protegeram mais o DNA na menor
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concentracdo estudada, ou seja, 200 mg extrato/ Kg P.C. Logo sera necessaria uma
menor concentracao de extrato para uma maior reducao das lesdes no DNA.

Como dito acima, nenhum dos extratos causou danos do DNA, pois apresentaram
uma porcentagem de danos menor que o controle negativo. Mas dois dos extratos se
destacaram bastante dos demais por apresentarem as menores porcentagens de danos
causados no DNA, que foram a Guapeva casca na concentragdo de 400 mg extrato/Kg
P.C. e a Guapeva semente na concentragao de 200 mg extrato/kg P.C.

Ao avaliar o indice de células danificadas que € um parametro geral do nimero de
células que foram afetadas pelo agente genotdxico, causando assim fragmentagcdo no
DNA, conclui-se que os grupos que receberam Gabiroba nas duas concentragdes
analisadas + H,O, foram os que mais danos causaram as células, apresentando em
média 89,3% de células danificadas. Nao houve diferenca estatistica entre as duas
concentragdes para este extrato. Mesmo assim o numero de células danificadas pelo
controle positivo foi maior que o apresentado por este extrato.

Ao comparar os dois indices medidos no ensaio Cometa, pode-se concluir que no
geral os melhores extratos foram a Guapeva casca 400 e Guapeva semente 200 mg
extrato/kg P.C. (H20,), pois apresentaram baixos indices tanto para o dano no DNA
quanto para o numero de células danificadas. Ao mesmo tempo o pior extrato foi a
Gabiroba 200 e 400 mg de extrato/kg P.C., por apresentar altos niveis para os dois
indices.

Os resultados apresentados pela Guapeva casca na concentracdo de 400 mg de
extrato/kg de P.C. assim como pelo Murici na concentracao de 400 mg de extrato/kg de
P.C. podem ser associadas, ainda que parcialmente, a capacidade antioxidante in vitro,
uma vez que estes 2 extratos apresentaram alto potencial antioxidante quando avaliados

pelos ensaios in vitro.
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5.1.12 Atividade antiproliferativa

O céancer é um problema de saude publica no Brasil e no mundo. A triagem de
principios ativos que apresentam a capacidade de inibir a proliferacdo de células tumorais
(atividade antiproliferativa) in vitro é a etapa inicial na descoberta e desenvolvimento de
novas drogas contra o cancer. A utilizagdo de culturas de células tumorais humanas com
esta finalidade foi amplamente adotada.

O efeito citostatico (Glsp) € a concentragdo necessaria para que ocorra 50% de
crescimento celular. Ja o efeito citostatico total ou Total Growth Inhibition (TGI) é a
concentragcao necessaria para que ocorra 0% de crescimento celular.

Os extratos avaliados foram considerados ativos, ou seja, com potencial
antiproliferativo, quando apresentarem inibicdo de crescimento maior que 50% e ainda de
forma dose dependente, preferencialmente apresentando seletividade para os tipos
celulares. Isso pode ser verificado na Figura 54, com os resultados da Doxorrubicina.
Houve inibicdo de crescimento maior que 50% para todas as linhagens estudadas. Esta
inibicdo ocorreu de forma dose dependente, ou seja, houve o decaimento de todas as
linhagens e de forma seletiva, pois cada uma apresentou uma inibigdo para diferentes
concentragoes da amostra. Logo a Doxorrubicina apresentou efeito citostatico e citocida.

Os extratos das frutas do Cerrado, Gabiroba, Murici, Guapeva (semente, casca e
polpa) foram inicialmente avaliados quanto ao potencial anticAncer em culturas de células
tumorais humanas, nas concentra¢des de 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL. A doxorrubicina foi

utilizada como controle positivo.

172



Doxorrubicina

Porcentagem de Crescimento

0,025 0,25 2,5 25

Concentragcao (pogfml)

Figura 54. Resultado para Doxorrubina no Teste Antiproliferativao. Pulmao (NCI-H460), Mama
(MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Célon (HT-29), Préstata (PC-
3), Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-3), Renal (786-0)
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Figura 55. Resultado para extrato da fruta Murici no Teste Antiproliferativao. Pulmao (NCI-H460),
Mama (MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Célon (HT-29), Prostata
(PC-3), Melanoma (UACC-62), Ovério (OVCAR-3), Renal (786-0)
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090908_Ext EtOH 95% Gabiroba fruta inteira
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Figura 56. Resultado para extrato da fruta Gabiroba no Teste Antiproliferativao. Pulméo (NCI-
H460), Mama (MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Cdlon (HT-29),
Prostata (PC-3), Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-3), Renal (786-0)
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Figura 57. Resultado para extrato da fruta Guapeva polpa no Teste Antiproliferativao. Pulmao
(NCI-H460), Mama (MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Colon (HT-
29), Prostata (PC-3), Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-3), Renal (786-0)
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090908_Ext EtOH 95% Guapeva semente

100
75 4
& 254
3 ]
Q
o 0
L ]
c
O 254 _a-uxst
£ —e— UACC-62
? NCLADRIRES
o -50 4 +7BG:D
(@) > NCI-H460
PC3
—#— OVCAR-03
759 ehme
] —*—kse2
—9—VERO
-100 +
Frr—
10° 10? 10" 10° 10' 10°

0,25 25 25 250
Concentragdo (ug/mL)

Figura 58. Resultado para extrato da fruta Guapeva semente no Teste Antiproliferativao. Pulmao
(NCI-H460), Mama (MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Cdélon (HT-
29), Préstata (PC-3), Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-3), Renal (786-0)
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Figura 59. Resultado para extrato da fruta Guapeva casca no Teste Antiproliferativao. Pulmé&o
(NCI-H460), Mama (MCF-7), Mama com fendtipo resisténcia multidroga (NCI-ADR/RE), Colon (HT-
29), Prostata (PC-3), Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-3), Renal (786-0).
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Tabela 33. Resultados de Glsy no Ensaio antiproliferativo para os extratos de frutas do Cerrado analisados

Glso (pg/mL)

2 u m a 7 4 p o h k \'
Doxorrubicina 0,031 0,060 0,056 1,49 0,025 <0,025 <0,025 0,27 0,25 0,052 0,19
Murici >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Gabiroba 144,33 13,26 >250 55,11 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Guapeva polpa 41,63 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Guapeva semente >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Guapeva casca >250 6,13 13,33 >250 24,99 >250 13,70 >250 >250 132,72 217,96

Células tumorais humanas: 2= U251 (glioma); u = UACC-62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 =
NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); p = PC-3 (prostata); o = OVCAR-03 (ovario); h = HT-29 (cdlon); k = K562 (leucemia); Célula normal: V = VERO (célula

epitelial de rim de macaco verde)
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Dos extratos analisados nestas concentragdes, os extratos da casca e polpa da
Guapeva e a Gabiroba apresentaram efeito citostatico para algumas linhagens testadas,
destacando-se o extrato da casca da Guapeva, com valores de Gls (ug/mL) de 6,13
(Melanoma), 13,33 (Mama), 24,99 (Rim) e 13,70 (Prostata) (Tabela 33). Os demais
extratos estudados nao apresentaram efeito citostatico. No caso da Guapeva polpa,
houve efeito citostatico para uma das linhagens, mas isso ndo é interessante para o
estudo uma vez que é importante que as linhagens comportem-se de forma dose
dependente. Nenhum extrato nestas concentragbes apresentou efeito citocida uma vez
que todos apresentaram TGl acima de 250 ug/mL, ou seja, a maior concentragao utilizada
no experimento.

A realizacdo de um fracionamento poderia ter como consequéncia um maior efeito
antiproliferativo, principalmente para os extratos da Gabiroba e Guapeva (casca e polpa).
O aumento na concentracdo dos extratos nao seria uma boa op¢ao uma vez que existe
um valor maximo aceitavel de concentracdo para que extratos sejam utilizados no
desenvolvimento de quimioterapicos. Mas o fato dos extratos etandlicos das frutas do
Cerrado nao terem apresentado resultados tdo promissores como quimioterapicos nao
impede que eles sejam aproveitados para outros fins, uma vez que elas apresentaram
interessante efeito antiinflamatério e antioxidante. Assim, seria possivel postular o uso

desses extratos em terapias adjuvantes como no tratamento do cancer.

5.1.13 Ensaios de citotoxicidade / antiproliferativo (HepG:)

Os extratos etandlicos das frutas do Cerrado foram testados quanto a capacidade

antiproliferativa e antioxidante celular frente as células de hepatdcitos humanos (HepG.).
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O primeiro passo realizado foi o teste de citotoxicidade para diferentes
concentragdes dos extratos (0,06 até 25 mg/mL). A partir destes, realizou-se o ensaio

antiproliferativo, para as concentragdes nao citotoxicas.

Nestas condicbes, o extrato da semente da Guapeva se mostrou citotéxico para
concentragdes acima de 630 ug/mL, ou seja, o extrato em questdo diminuiu a absorbancia
acima de 10% quando comparado com o controle. Logo foi feito teste proliferativo para a
Guapeva semente tendo como concentragcdo maxima o valor de 630 pg/mL. Nestas
condi¢des, nao houve nenhuma.

Ao testar a capacidade antiproliferativa dos demais extratos (Guapeva casca e
polpa, Murici e Gabiroba), ndo foram observados efeitos citotdxicos para a concentracao
maxima de 250 ug/mL. Entdo foram preparados novos extratos com concentracdo de
500.000 pg/mL.

Novamente realizou-se o teste citotdéxico e os quatro extratos ndo apresentaram
citotoxicidade para esta nova concentragdo. E possivel observar nas Figuras 60 a 63, que
o valor maximo de citotoxicidade para todos os extratos nunca € maior que 90%. Também
pode-se observar, pelos mesmas figuras, que a atividade antiproliferativa dos extratos foi

medida exatamente com as mesmas concentragdes que nao tiveram carater citotoxico.
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Proliferacdo celular / Citotoxicidade
MURICI
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Figura 60. Resultado dos ensaios de citotoxicidade e proliferagéo celular (HepG,) para extrato
Murici. Tempo de exposi¢ao T,4 horas para citotoxicidade e T, horas para proliferagao celular

Proliferacdo celular / Citotoxicidade
GABIROBA
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Figura 61. Resultado dos ensaios de citotoxicidade e proliferacdo celular (HepG,) para extrato
Gabiroba. Tempo de exposigao To4 horas para citotoxicidade e T4 horas para proliferagao celular
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Proliferacdo celular / Citotoxicidade
GUAPEVA POLPA
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Figura 62. Resultado dos ensaios de citotoxicidade e proliferagéo celular (HepG,) para extrato
Guapeva polpa. Tempo de exposi¢do T,4 horas para citotoxicidade e T, horas para proliferagao
celular

Proliferacdo celular / Citotoxicidade
GUAPEVA CASCA
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Figura 63. Resultado dos ensaios de citotoxicidade e proliferagcdo celular (HepG,) para extrato
Guapeva casca. Tempo de exposi¢cao T,4 horas para citotoxicidade e T, horas para proliferagéo
celular

A partir das curvas de concentragcdo de extrato / potencial antiproliferativo foram
calculados os valores de 1Csq (mg/mL) para cada extrato. Os resultados para a atividade

antiproliferativa dos frutos do Cerrado estao descritas na Tabela 34.
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Tabela 34. Resultado de ICs, para os extratos de frutas do Cerrado avaliados no Ensaio
Antiproliferativo (HepG.)
ENSAIO ANTIPROLIFERATIVO (HepG.)

EXTRATOS ICso (mg/mL)
Murici 61,08 +4,16°
Gabiroba 8,35+2,74°
Guapeva casca 11,75+ 2,41°
Guapeva semente n.d.
Guapeva polpa 12,57 +0,68°

n.d. ndo determinado

Os extratos de Gabiroba, Guapeva polpa e Guapeva casca apresentaram
resultados relevantes, com ICs, (mg/mL) médio de 10,89 mg/mL, sem diferenca estatistica

entre eles.

Ao comparar os extratos do Cerrado com a fruta raspberry analisada por Liu et al.,
(2002), foi verificado que é necessario uma concentragao maior da fruta rapberry do que
das frutas do Cerrado para ter atividade antiproliferativa em células HepG,. A Figura 64

mostra os resultados de IC5, descritos para Raspberry.

EL, of Cell Froliferation {mg

Goldie Kinwigldd Hesrit pagpe e
R I T

Figura 64. Resultado de ECs, (mg/mL) para o teste de proliferagdo celular realizado para frutas
Raspberries (LIU et al., 2002)
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5.1.14 Atividade antioxidante celular (HepG:)

Apesar da ampla utilizacdo dos métodos para determinagdo da atividade
antioxidante in vitro, o0 método de agcao destes é questionado por uma série de razodes.
Alguns sao feitos em pH e temperatura nao fisiolégicos, e nenhum deles leva em
consideracdo a biodisponibilidade de absorcdo, metabolismo dos compostos
antioxidantes (WOLFE & LIU, 2007).

Os modelos animais e em humanos sio, obviamente, os melhores métodos para
determinar a real eficacia de antioxidantes no organismo, mas sdao métodos caros e
demorados, além de ndo serem adequados para a triagem inicial dos antioxidantes em
alimentos (MERMELSTEIN, 2010).

O método de cultura celular chamado Atividade Antioxidante Celular (CAA) é
biologicamente mais relevante que os ensaios quimicos (in vitro), pois leva em conta
alguns aspectos de captagdo celular e distribuicdo dos compostos antioxidantes
(MERMELSTEIN, 2010). Este seria entdo um método mais adequado para medir a
atividade antioxidante, devido a maior complexidade no sistema biolégico em relagao as
reagdes quimicas, sendo entdo uma importante ferramenta para selecdo de alimentos,
fitoquimicos, e suplementos dietéticos para a atividade bioldgica em potencial (WOLFE &
LIU, 2007).

Para os calculos da fluorescéncia no ensaio CAA, primeiro foi constriido
relacionando o decaimento da fluorescéncia em funcdo do tempo para cada concentracao
do padrao Quercetina (Figura 66). Depois calculou-se a AUC (area abaixo da curva) e

obteve-se um grafico de CAA em funcgéo da concentracdo de Quercetina, que foi utilizado
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para a quantificagdo do potencial antioxidante celular dos extratos (Figura 65). Os

resultados do ensaio CAA dos extratos foram expressos em pmol de Quercetina/100g de

amostra.

Quercetina - CAA

—_—

Fluorescéncia

2, O -_2NWPhUOIONO©OO

Tempo (minutos)
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Figura 65. Curvas de diferentes concentragbes do padrdo Quercetina no ensaio antioxidante

celular
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Figura 66. Curva padrao da Quercetina no ensaio antioxidante celular
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O ensaio CAA foi realizado para concentragdes de extratos que nao apresentaram
citotoxicidade, como descrito no item anterior. Assim, para o extrato da Guapeva
semente, que apresentou caracteristicas citotoxicas para concentracbes acima de
600ug/mL, o ensaio CAA foi realizado para concentragdes menores que 600ug/mL e
nessas condi¢des, ndo houve atividade antioxidante celular para este extrato. O que esta
coerente com as avaliagdes de capacidade antioxidante através de reagbes quimicas.

Pode-se observar nas Figuras 67 que nao houve decaimento da fluorescéncia com
o aumento da concentragdo, logo nao foi capaz de se realizar os calculos do potencial

antioxidante celular.

Guapeva semente - CAA

12
10
©
g e =
s 0,06
o 6
o —+—0,08
3 4 ——0,15
* 0,3
4 0,45
0 06
0 20 40 60 80

Tempo (min)

Figura 67. Curvas de concentragdo (mg/mL) no ensaio antioxidante celular para extrato da
Guapeva semente

Com a concentragdo de 25 mg/mL, os extatos Guapeva casca e polpa, Murici e
Gabiroba nao apresentaram atividade antioxidante celular, logo foi necessario um

aumento no valor da concentragéo, que passou para 500 mg/mL.
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Como resultado do ensaio CAA, a Guapeva casca se destacou dos demais
extratos quanto ao potencial antioxidante celular, apresentando CAA de 99,91 umol
Quercetina/100 g de fruta fresca. Os resultados para os extratos de frutas do Cerrado

analisados no ensaio CAA estdo descritos na Tabela 35.

Tabela 35. Resultados para ensaio CAA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CELULAR

Extrato Concentragao
(mmol Quercetina/100g fruta fresca)
Murici 41,36 £ 17,89 @
Gabiroba 33,90 + 18,87 ®
Guapeva polpa 23,38+4,26°
Guapeva casca 99,91 +24,61°
Guapeva semente n.d.”

n.d.* ndo determinado

Os resultados obtidos pelo ensaio CAA concordam em parte com os obtidos
através das reagdes quimicas, onde o extrato Guapeva casca sempre foi o segundo

melhor extrato.

Ao comparar os resultados obtidos no ensaio CAA com as frutas do Cerrado com
as descritas pelo autor Wolfe & Liu (2008) (Figura 68), pode-se concluir as frutas
brasileiras possuem potencial antioxidante celular melhor que a maca, ameixa, uva,
cereja, manga, entre outras frutas. Além disso, a Guapeva casca apresentou potencial

inferior apenas a blackberry e roma.
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Figura 68. Resultado do potenC|aI antioxidante celular através do método CAA para frutas
consumidas nos Estados Unidos (WOLFE & LIU, 2008)
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6 CONCLUSOES

Trés frutas do bioma Cerrado brasileiro, Guapeva (Pouteria cf. guardneriana
Radlk.), Murici (Byrsonima verbascifolia Rich.) e Gabiroba (Compomanesia
cambessedeana O. Berg.) foram avaliadas quanto aos potenciais antioxidante,
antiinflamatorio, antimutagénico, antigenotoxico, antiproliferativo e citotoxicidade.

Foram avaliadas duas formas de extragao hidrofilica, uma com agua e outra com
etanol 95%. A diferenga nos resultados entre as duas extragdes pode ser visualizada no
ensaio de quantificagdo de fendis totais que foi realizada pelo método de Folin Ciocalteau.
Os resultados para os cinco extratos etandlicos testados (Guapeva semente, Guapeva
casca, Guapeva polpa, Murici e Gabiroba) foram maiores do que aqueles obtidos para os
aquosos. A fruta que apresentou maior concentragao de fendis totais foi a Gabiroba, tanto
para a extragdo aquosa como para a etandlica.

Foi realizada a quantificacéo de flavondides totais para as amostras etandlicas e o
extrato que mais se destacou foi a Guapeva semente.

A determinacao da capacidade antioxidante dos cinco extratos foi determinada por
quatro métodos in vitro, a saber, DPPH, TEAC, ORAC e PSC.

Foram realizadas duas medidas diferentes no teste DPPH, a primeira pela curva
do padrao Trolox e a outra onde expressa pela concentragdo necessaria para reduzir em
50% a concentragao de DPPH (ICso, pg/mL). No DPPH Trolox foram realizadas leituras
em trés periodos distintos, apos 30, 60 e 90 minutos de reacdo. O extrato etandlico da

casca de Guapeva apresentou melhor potencial antioxidante, sem diferenca estatistica
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para os trés tempos avaliados. No DPPH (ICs), o extrato etandlico de Gabiroba
apresentou maior atividade.

No ensaio TEAC, os extratos que mais se destacaram foram a Guapeva casca
etandlica e a Gabiroba etandlica.

No método antioxidante ORAC, a Gabiroba etandlica foi a que apresentou maior
potencial. Na porcéo lipofilica, o extrato com maior potencial foi o Murici.

No ensaio PSC, Gabiroba destacou-se pelo alto potencial antioxidante.

Foi realizada analise por CLAE afim de identificacdo e quantificar alguns padrbes
de compostos fendlicos nos cinco extratos estudados. Foram identificados os compostos:
Acido ferrulico, Resveratrol, Etil galato, Catequina, Propil galato e Epicatequina. O padrao
encontrado em maior concentragao foi a Catequina no extrato da Gabiroba.

Animais foram tratados com extratos de frutas do Cerrado e o sangue foi retirado
apos a gavagem nos tempos de 30, 60 e 120 minutos. Foram feitos testes de extragcéo
dos compostos fendlicos no plasma e o teste que apresentou melhor resultado foi aquele
utilizando etanol para extragdo dos fendlicos e enzima sulfatase para a hidrélise
enzimatica, com tempo de reacdo de 18 horas entre a enzima e as amostras. No ensaio
de fendis totais, a maior concentracao de fendlicos ocorreu no periodo entre 30 e 60
minutos apds a ingestao dos extratos. Neste ensaio a Guapeva casca apresentou maior
concentracgao de fendis e no tempo de 1 hora, o Murici. No ensaio TEAC todos os extratos
apresentaram maior potencial antioxidante 30 minutos ap6s a gavagem e neste tempo as
trés partes da Guapeva e o Murici se destacaram quanto a atividade antioxidante. No
ensaio ORAC todos os extratos apresentaram maior potencial antioxidante no periodo de
30 e 60 minutos. Para este método n&o houve diferenga significativa entre o potencial dos
extratos em 30 minutos e a Gabiroba se destacou no tempo de 60 minutos apés a

gavagem. Além da quantificagdo da capacidade antioxidante, a identificacdo dos
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compostos fendlicos foi realizada por espectrometria de massas. Apenas a Catequina no
grupo de animais tratados com extrato de Gabiroba foi identificada em concordancia com
a analise por CLAE.

Duas concentragdes dos extratos do Cerrado (200 e 400 mg extrato/Kg de P. C.)
foram testadas quanto ao potencial mutagénico e antimutagénico através do teste in vivo
de Micronucleos. Todos os extratos mostraram caracteristica de como também carater
nao mutagénico. O extrato que apresentou maior efeito protetor contra a droga testada foi
o Murici, na concentragdo de 400 mg extrato/ Kg P.C.

Os extratos de frutas do Cerrado nas concentragbes de 200 e 400 mg extrato/Kg
de P. C. foram testados quanto ao efeito antiinflamatério através do teste de Edema de
pata induzido por Carragenina. Os extratos testados ndo apresentaram caracteristicas
inflamatérias e os que apresentaram melhor resposta antiinflamatéria foram a Guapeva
casca (200 e 400 mg extrato/Kg de P. C.), Guapeva semente (200 mg extrato/Kg de P.
C.), Guapeva polpa (200 mg extrato/Kg de P. C.) e Murici (200 e 400 mg extrato/Kg de P.
C.), sem diferenca estatistica entre os resultados obtidos.

O potencial antigenotéxico foi determinado através do Ensaio in vivo Cometa.
Nenhum dos extratos testados causou danos ao DNA. A Guapeva casca 400 mg
extrato/Kg de P. C. e Guapeva semente 200 mg extrato/Kg de P. C. (+H,0O,) foram os dois
extratos que mais se destacaram, pois apresentaram baixos indices de dano ao DNA
como também baixo numero de células danificadas.

Quatro concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) dos extratos de frutas foram
analisadas quanto ao potencial antiproliferativo em 8 linhagens de diferentes origens
histolégicas e embrionarias humanas, sendo elas: UACC-62, MCF-7, NCI-H460, OVCAR-

3, PC-3, HT-29, 786-0 e NCI-ADR/RES. O extrato etandlico da casca e polpa da
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Guapeva, assim como a Gabiroba apresentaram efeito citostatico fraco para as linhagens
de Melanoma, Mama, Rim e Prostata.

Ensaios de citotoxicidade e antiproliferativo também foram realizados em células
HepG,. O extrato de Guapeva semente ndo teve seu potencial antiproliferativo avaliado.
Os demais extratos, em concentragdes nao citotdxicas, apresentaram baixos indices de
ICs9, mas altos para indicar um potencial uso como anticancer para o ensaio
antiproliferativo, principalmente a Gabiroba, Guapeva casca e Guapeva polpa.

Por ultimo, os extratos de frutas do Cerrado foram avaliados quanto a atividade
antioxidante celular, realizada em células HepG,. O extrato de Guapeva casca apresentou
maior atividade antioxidante celular, destacando-se dos demais extratos avaliados.

Ao relacionar os resultados obtidos através dos métodos in vivo e in vitro
realizados para a determinagao de diferentes atividades biolégicas, pode-se concluir que
os extratos Guapeva casca e Gabiroba foram os que apresentaram melhores resultados.
A casca da fruta Guapeva destacou-se mais para os potenciais in vivo, enquanto a
Gabiroba para os in vitro. Algo em comum para estes dois extrato foi a identificacao da
Catequina em ambos, sendo que na Gabiroba a concentracéo foi superior a encontrada
na Guapeva casca.

Um estudo mais aprofundado quanto ao potencial biolégico de frutas do Cerrado
seria uma forma de alerta para a perda de tamanha riqueza. Os resultados obtidos
através dos diversos ensaios realizados demonstram que as trés frutas do Cerrado
selecionadas para o estudo possuem grande potencial bioldgico, em especial a Guapeva
casca e Gabiroba e podem ser estudadas mais profundamente com o objetivo da

utilizacdo dos mesmos nos setores alimenticio, cosmético e farmacéutico.
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