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RESUMO

As frutas nativas brasileiras sdo excelentes fontes de compostos bioativos que estdo
associados com uma menor incidéncia de doencgas crdnicas como o cancer. O araca-una
(Psidium eugeniaefolia) e o aracd morango (Psidium cattleianum var. lucidum) séo
encontrados na Mata Atlantica e pertencem a familia Myrtaceae, a qual possui algumas frutas
com atividades bioldgicas ja estudadas. Esse estudo teve como objetivo determinar o
contedo total de compostos fendlicos e flavondides, atividade antioxidante celular e
antiproliferativa, além de identificacdo dos compostos bioativos de extratos de araca-una e
araca morango. Para a quantificacdo dos compostos fendlicos utilizou-se o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu e para os flavondides o metodo colorimétrico modificado. A
atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio de Capacidade Sequestrante de Radicais
Peroxil (PSC) e atividade antioxidante celular (CAA). Atividade antiproliferativa em
linhagens de células de carcinoma humano hepatico (HepG2), mamario (MCF-7) e pulmonar
(A549) foi avaliada pelos métodos MTS e contagem com azul de tripano. A identificacdo dos
compostos fenolicos foi feita através de comatografia liquida de alta performace (CLAE) e
ressonancia magnética nuclear (RMN). O teor de fendlicos totais e flavonoides do araca-
morango (463,75 £ 23,68 mgGAE /100g de amostra e 107,75 + 29,35 mgCE/100g de amostra,
respectivamente) foram maiores do que no araca-una (252,08 + 11,46 mgGAE /100g de
amostra e 66,51 = 4,29 mgCE/100g de amostra, respectivamente) . Nos testes de PSC e CAA
0 aragad-una (599,11 £ 3,81 mmol de Vit C equiv/100g e 117,91 £ 14,14 mmol QE/100g,
respectivamente) e araca morango (482,26 + 28,36 mmol de Vit C equiv/100g e 98,72 + 3,14
mmol QE/100g, respectivamente) apresentaram atividade antioxidante similar, sendo maior
que outras frutas ja estudadas. Houve diminuicdo da viabilidade de células MCF-7 tratadas
com 50ug/ml de aragd morango no teste de MTS. A contagem com o azul de tripano mostrou
uma maior quantidade de células ndo viaveis em linhagem MCF7 tratadas com 50ug/ml de
aracd morango. Na cromatografia liquida ndo foi encontrado quercetina, caterquina,
kampferol, rutina e apigenina em nenhum dos extratos e o teste de RMN mostrou presenca de
acucares, aos quais pode haver compostos fendlicos ligados. Dessa forma, esse estudo
mostrou que 0s sucos de aragca-una e araca morango sao boas estratégias de detoxificacdo por

serem fontes de compostos fenodlicos e flavonoides, além de apresentarem atividade



antioxidante e no caso do araca morango atividade antiproliferativa relacionada a apoptose de

celulas cancerigenas.

Palavras-chave: Aragd-una. Aracd morango. Atividade antioxidante. Atividade

antiproliferativa.



ABSTRACT

Brazilian native fruits are excellent sources of bioactive compounds that are associated with a
lower incidence of chronic diseases such as cancer. The araca-una (Psidium eugeniaefolia)
and araca morango (Psidium cattleianum var. lucidum) are found in the rainforest and belong
to the Myrtaceae family, which has some fruit with biological activities have been studied.
This study aimed to determine the total phenolic content and flavonoids, cell antiproliferative
and antioxidant activity, and identification of bioactive compounds from extracts of araca-una
e araca morango. For quantification of the phenolic compounds used the colorimetric method
of Folin-Ciocalteu reagent and flavonoids modified colorimetric method. The antioxidant
activity was determined by Peroxyl Radical Scavenging Capacity assay (PSC) and cellular
antioxidant activity (CAA). Antiproliferative activity of hepatic (HepG2), breast (MCF-7) and
lung (A549) carcinoma cells was evaluated by MTS methods and count with trypan blue. The
identification of phenolic compounds was performed by high-performace liquid comatografia
(HPLC) and nuclear magnetic resonance (NMR). The content of total phenols and flavonoids
of araca morango (463.75 + 23.68 mgGAE/100g sample and 107.75 + 29.35 mgCE/100g
sample, respectively) were higher than in the aragd-una (252 08 + 11.46 mgGAE/100 g of
sample and 66.51 + 4.29 mgCE/100g sample, respectively). In tests of the CAA and PSC
araca-una (599.11 £+ 3.81 mmol equiv of Vit C/100g and 117.91 £ 14.14 mmol QE/100g,
respectively) and araca morango (482.26 + 28.36 mmol equiv of Vit C/100g and 98.72 + 3.14
mmol QE/100g, respectively) showed similar antioxidant activity, which is higher than other
fruits have been studied. Decreased the viability of MCF-7 cells treated with 50ug/ml of
strawberry guava in the MTS test. The count with trypan blue showed a greater amount of
non-viable cells in MCF7 cells treated with 50ug/ml of strawberry guava. In liquid
chromatography were not found quercetin, caterquina, kampferol, rutin and apigenin in any of
the extracts and the NMR test showed the presence of sugars, which can be linked phenolic
compounds. Thus, this study showed that juice of araca-una and araca morang are good
strategies for detoxification because are sources of phenolic compounds and flavonoids, and
show antioxidant activity and in the case of araca morango antiproliferative activity related to

apoptosis of cancer cells.

Keywords: Araca-una. Araca morango. Antioxidant activity. Antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises com a maior biodiversidade do planeta, possuindo uma grande
variedade de espécies nativas e de frutas cultivadas. Na Mata Atlantica encontramos frutas como
0 butia, o cambuci, 0 maracuji, o caju, a mangaba, a pitanga, 0 jenipapo, 0 jua, a uvaia, a
jabuticaba, o umbu e o mandacaru, entre outras (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; TODA
FRUTA, 2011).

Essas frutas exdticas brasileiras sdo excelentes fontes de compostos bioativos, dentre os
quais pode-se citar a vitamina C, E e 0s compostos fendlicos, dos quais participam uma gama de
compostos quimicos, incluindo os flavonoides. Esses compostos agem como sequestradores de
radicais livres e bloqueadores de reaces em cadeia, ou seja, impedem a ocorréncia de oxidacao
no organismo, sendo assim chamados de antioxidantes (CARVALHO-SILVA et al., 2012;
CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009;
BAGETTI, 2009).

Além disso, a presenca desses compostos bioativos vem proporcionando a essas frutas
outras atividades bioldgicas como: ansiolitica, antiinflamatoria, antiviral, antibacteriana,
antifangica, antiprotozoaria e antitumoral (PASCOAL, 2012; FERNANDES et al., 2010).

Muitas frutas da familia Mytaceae sdo utilizadas como tratamento para condigdes
inflamatdrias, disturbios intestinais, pressdo arterial elevada e diabetes (NERI-NUMA, et al.,
2013; LEITE-LEGATTI, et al, 2012; MALTA, et al., 2012). A goiaba (Psidium guava),
pertencente a esta familia, € utilizada para tratamento de inflamacdo, diabetes, hipertenséo,
feridas, dor e febre (CHOI et al., 2012), devido seu alto teor de compostos fendlicos, de fibra
dietética (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2011), de Vitamina A, C e de calcio (RISTERUCCI et al.,
2005), responsaveis por sua acdo antioxidante (CORREA et al., 2011).

Os estudos realizados com alguns frutos de diferentes espécies pertencentes a essa familia
tais como goiaba, aracd, pitanga, cambuci, grumixama, aracd amarelo, cereja e camu-camu
demostraram média e alta concentracdo de compostos fendlicos, incluindo presenca de
flavondides, além de atividade antioxidante e antiproliferativa (NERI-NUMA et al., 2013;
DENARDIN et al., 2013; BIEGELMEYER et al., 2011; MOON et al., 2011; FATHILAH et al.,
2010; GENOVESE et al., 2008).
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Diante do exposto acima, sabendo da probabilidade das frutas pertencentes a familia
Myrtaceae possuirem compostos bioativos e inimeras atividades bioldgicas, faz-se necessario o
estudo de outras frutas dessa familia, tais como o aracé-una e araca morango, a fim de identificar

mais fontes de compostos bioativos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil, por ser um dos paises com a maior biodiversidade do planeta, possui uma grande
variedade de frutas (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011).

2.1 BIODIVERSIDADE: FRUTAS NATIVAS BRASILEIRAS

A biodiversidade é a exuberancia da vida na Terra, num ciclo aparentemente interminavel
de vida, morte e transformacao, abrangendo toda a variedade de espécies de flora, fauna e micro-
organismos (MMA, 2013).

O Brasil é um pais de proporcdes continentais, pois, seus 8,5 milhGes km2 ocupam quase a
metade da América do Sul e abarcam varias zonas climaticas como o trépico umido no Norte, o
semi-arido no Nordeste e areas temperadas no Sul. Evidentemente, estas diferencas climaticas
levam a grandes variacdes ecoldgicas, formando zonas biogeogréficas distintas ou biomas,
refletindo a enorme riqueza da flora e da fauna brasileiras (MMA, 2013).

E um dos paises com maior biodiversidade do planeta, possui 55 mil espécies de plantas,
apresentando o mais rico bioma vegetal (MEDINA et al., 2011; SILVA et al., 2012). Detem,
portanto, uma grande variedade de espécies nativas e frutas exoéticas distribuidas em cinco
biomas principais, como: Mata Atlantica, Cerrado, Amaz6nia, Pantanal e Pampa, produzindo 43
milhdes de toneladas de frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado o ano inteiro, muitas
delas exclusivas de determinada regido (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS, 2013).

Essas espécies nativas sdo de interesse para a agroindustria, além de possivel fonte de renda
para a populacdo local, por possuir 6timo valor nutricional (MEDINA et al., 2011; HAMINIUK
et al., 2011). Sendo que, diversas espécies dessas plantas ja apresentam importancia econémica
mundial, como o abacaxi, 0 amendoim, a castanha do Brasil (ou do Para), a mandioca, 0 caju € a
carnatba (MMA, 2013).

Além disso, esta atividade da agroindistria também é incentivada por ser um mercado

promissor na elaboracdo de novos farmacos, aromatizantes, condimentos, corantes, edulcorantes
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e conservantes, devido a presenga de produtos naturais biologicamente ativos nessas plantas
(MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

2.1.1 Fitoquimicos

Fitoquimicos sdo compostos quimicos provenientes dos vegetais e estdo presentes nesses
alimentos nas formas livre ou conjugada. Sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais,
que aléem de sua funcdo priméaria de protecdo, contribuem ainda para conferir qualidades
sensoriais como a cor e a adstringéncia (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BORGUINI, 2006).

Estima-se que em torno de 5000 fitoquimicos ja foram identificados, porém, grande parte
ainda é desconhecida. Esses fitoquimicos séo classificados como fendlicos, carotendides,
alcaloides, compostos nitrogenados e compostos organosulfurados, dos quais participam outros
compostos (FIGURA 1), sendo que cada um possui sua particularidade em relacdo a fonte, a
estrutura e a acdo no organismo (LIU, 2004; L1U, 2003).

Por muito tempo, alguns fitoquimicos foram classificados como antinutrientes por
interferirem na digestdo de proteinas e na absorcdo de alguns minerias, como por exemplo, 0s
taninos, que demonstraram efeitos adversos no metabolismo humano. Porém, esses fendlicos
tiveram suas propriedades reconhecidas, o que estimulou e ainda tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas que visam identificar os seus beneficios a satde, sendo que varias
atividades ja foram apontadas (CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011; KAUR; KAPOOR,
2001).

Dessa forma, os estudos indicam que uma alimentacdo rica em compostos bioativos,
independente da classe, tem sido essencial para a manutencdo de um organismo saudavel. Pois,
estdo estritamente relacionados a atividade antioxidante no organismo, interferindo em alvos
fisiologicos especificos, modulando a defesa antioxidante, através de varios mecanismos
inclusive limpeza de radical livre, acdo de quelante de metais e extincdo do oxigénio singleto,
além de participarem da defesa frente a processos inflamatérios e mutagénicos, 0s quais estdo
relacionados a vérias doengas e ndo ha duvida de que sejam essenciais para a manutengdo da
salde (OLIVEIRA; BASTOS, 2011; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2007).



Figura 1- Classificacdo dos compostos bioativos.
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Fonte: Adaptado de LIU, 2003

2.1.1.2 Compostos Fendlicos

Fitoquimico
Carotendides Fendlicos Alcaléides (;ompostos Compostos
nitrogenados organosulfurados
a Caroteno Isotiocianato
3 Caroteno Acidos Indol
B Criptoxantina fenclicos Flavonoides Estibenos Cumarinas Taninos Compostos de enxofre
Luteina alil
Zeaxantina
Astaxantina
Licopeno
Acidos Acidos . Flavonoéis - .
. - . . L Flavonois Flavonas . Flavononas Antocianinas Isoflavonois
hidroxibenzoico hidroxicinamicos (catequinas)
. L Catequina o
Galico P-Cumarinico Quercetina || Apigenina Epicatequina Eriodietiol Cianidina Genisteina
Protocatequina Caffeico Kampferol Crisina Epigalocatequina || Hesperitina || Pelargonidina Daidzeina
Vanilico Ferulico Myricetina || Luteolinina Epicatequina Naringenina Delfinidina Gliciteina
Seringico Sinapico Galagenina galare Peonidina Formononetina
Fisctina Epigalocatequina Malvidina
galare

Os compostos fendlicos, também chamados polifendis compreendem o maior grupo dentre

os fitoquimicos, sendo que, os principais grupos de polifendis sdo os acidos fendlicos, tendo

como exemplos: o acido clorogénico, presente no café, os estilbenos, como o resveratrol presente

nas uvas e vinho, as cumarinas, como as furanocumarinas do aipo, as ligninas, como as lignanas

da linhaca e os flavonoides, como quercetina da cebola branca e roxa e alho, luteonila em uvas e
kampferol no espinafre (FALLER;FIALHO, 2009; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).
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As frutas, as verduras e as bebidas, como o cha e o vinho tinto constituem as principais
fontes desses polifendis, tais como quercetina, geralmente encontrados em todos os produtos
vegetais (frutas, legumes, cereais, leguminosas, sucos de frutas, cha, vinho, infusGes, etc),
enquanto outros sdo especificos a determinados alimentos, como as flavanonas em citrinos e
isoflavonas da soja ou ainda, os alimentos podem conter uma complexa mistura de polifenois
(MANACH et al., 2004).

Porém, a quantidade e a qualidade desses compostos podem variar de acordo com
diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos como genética da planta, forma de cultivo,
composicao do solo, maturidade do fruto, entre outros (FALLER; FIALHO, 2009). Sendo que, de
acordo com Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) e Rufino et al. (2010) esses compostos
fendlicos estdo presentes em baixa (<100mgGAE/100g), média (100-500mgGAE/100g) ou alta
(>500mgGAE/100g) concentracdo nos alimentos. A tabela 1 mostra a classificacdo de frutas,
verduras, legumes, oleagenosas, cereais e ervas e especiarias de acordo com sua constituicdo de

compostos fendlicos.
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Tabela 1- Concentracdo de compostos fenolicos de frutas, verduras e legumes, ervas e especiarias e cereais € oleagenosas.
(Continua)
Médio Alto
(100 — 500mg GAE/1009) (>500 mg GAE/100g)
Camu camu (M. dubia)’; Gabiju (M. pungens)?; Tramazeira (S.

Baixo

(<100mg GAE/100g)
Frutas
aucuparia)’; Morango (F. ananassa) °; Grumixama (E. brasilienses)®;

Curiri (E. lunchnathiona)®; Jarros (E. reinwardtiana) °; Jabuticaba
(M. cauliflora) ® Jambo (S. malaccense ) °; Goiaba (P. guava)'’;
Araca boi (E. stipitata)®; Jambo cera (S. javanicum)®; Magd Amora branca (R. chamamaemorus) *%; Jabuticaba azul (M. vexator)
4gua (S. samarangense)®; Maca fuji (M. cimmunis)®; 6. Jambo vermelho (S. malaccense) ®; Maca cera (S. samarangense
Jameldo (S. cumini)®; Feijoa (F.  Damasco (A. vulgaris)*; Abacate (P. americana) *; Banana  var. Tawan pink) ®; Maca (M. pumila)®; Aronia (A. mitschurinii) °;
sellowiana)?; Pitanga (E. (Musa sp.) *; Meldo (A. melo) *; Cereja (P. avium) % Uva Mirtilo (V. myrtillus) °; Cassis (R. nigrum) °; Mirtilo do Norte (V.
uniflora)®; Melancia (C. lanatus)* verde (Vitis spp.) *; Manga (M. indica) *; Péssego (P. uligonosum) °; Framboesa amarela (R. chamaemorus) %; Amora
persica) *; Pera verde (P. pyrifolia) *; Abacaxi (A. sativus) alpina (V. vitis-idaea) °; Cranberry (V. oxycoccus) °; Amora (E.
% Pera vermelha (P. communis) *; Tangerina (C. retivulata) ~nigrum) ***; Groselheira (R. grossularia) °; Framboesa (R.idaeus) °;
4 Groselha (R.rubrum) °; Uva branca (Vitis sp.)™; Uva rosa (V.
labrusca) *'; Ameixa (P. salicina) **; Toranja rosa (C. paradisi) **;
Laranja (C. sinensis) **; Kiwi (A. deliciosa) *; Maca gala (M.
communis) **; Nectarina (P. persica) '*; Groselha preta (R. nigrum
Ojeby)*?; Rosa (Rosa sp.) *2

Verduras e Legumes

Aipo (A. graveolens) **; Couve de bruxelas (B. oleracea
var. gemmifera) *; Aspargo (A. setaceus) *; Couve flor (B.
oleaceae Bzotrytis) * Milho (Z.4mays) * Berinjela (S. \

Vagem ; (P. savitum) *?; Art;\etljongeréa) ,Alrf]ace (k.éagca) ,EF:thq (. Sf}tg’”’.“) fre  Repolhoitaliano (B. oleracea var. capitata) 1. Abobrinha (C. pepo)

Cenoura ; (D. carota) *2 @27, - [10SC ClE) 3 RGBT 'f_aV'tus)  ESPINATTE 11 Bracolis (B. oleracea var. italica) ; Alcachofra (C. scolymus)®:
(S. oleacea) *; Batata doce (I. batatas) *; Cebola (A. cepa) Feijo preto (P. vulgaris) *; Pinhdo (A. angustifolia) *

12- Cebola roxa (A. cepa) **; Rutabaga (B. napus rapifera) 130 P -Vuig ’ -ang
12- Beterraba (B. vulgaris esculenta) *%; Pepino (C. savitus)
12- Tomate (L. esculentum)*?; Batata (S. tuberosum) *%;
Beterraba sacarina (B. vulgaris altissima) **
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Tabela 1- Concentracdo de compostos fendlicos de frutas, verduras e legumes, ervas e especiarias e cereais e oleagenosas.
(Concluséo)

Baixo

Ervas e Especiarias

Papoila dormideira (P.
somniferum)®

Cereais e Oleaginosas

Aveia (A. sativa)'%; Trigo (T.
aestivum) % Cevada (H.
sativum) 2

'AQIL et al., 2012; “WESTON, 2010; *BAGETTI, 2009; “WU et al., 2004; °NERI NUMA et al., 2013; "REYNERTSON et al., 2008; "AKTER et al., 2011;
SANDRADE et al., 2011; "’KAHKONEN; HOPIC; HEINONEN, 2001; *°LIN; YIN, 2012; *'CIESLIK; GREDA; ADAMUS, 2006; “KAHKONEN et al., 1999;
13

SHAN et al., 2005.



21

De acordo com Faller & Fialho (2009) é ideal ingerir aproximadamente 3 g de compostos
fendlicos por dia, meta que seria atingida tendo como héabito o consumo de cerca de 400g de
frutas e hortalicas por dia. Porém, a ingestdo de compostos fendlicos pela populagdo brasileira
estd longe de ser adequada. Segundo o mesmo autor, estima-se que hoje o brasileiro consuma
cerca de 48,3mg/dia, estando aquém do indicado. A POF, Pesquisa de Orcamentos Familiares,
(2008/2009) mostra ainda que a alimentacdo da populacdo segue em torno do consumo de
alimentos industrializados, refinados e com alto teor de agUcares, sendo baixa em relacdo as
frutas, verduras e legumes (IBGE, 2011).

A tabela 2 mostra um exemplo de cardapio da populacdo brasileira, o qual é composto por
poucas porcdes de frutas, verduras e legumes, sendo rico em farindceos e fonte de agucares
simples. Porém, observa-se que, com pequenas modificacdes, ou seja, acrescentando mais frutas,
verduras, legumes, oleagenosas, ervas e especiarias pode-se elevar o aporte de compostos
fendlicos do cardapio, atingindo o preconizado para a populacdo de acordo com Faller & Fialho
(2009), como podemos observar no cardapio exemplificado na tabela 3.

Essas mudancas nos habitos alimentares sdo importantes para garantir uma melhora da
qualidade de vida da populacdo, pois, com a ingestdo de alimentos fontes desses compostos
bioativos & possivel prevenir o desenvolvimento de diversas patologias. Porém, para que a
populacdo adote préaticas alimentares mais saudaveis € necessario que haja um incentivo ao maior
consumo de frutas e hortalicas. Isso pode ser feito atraves da realizacdo de mais estudos que
identifiquem outros alimentos fontes desses compostos e seus beneficios ao organismo,
mostrando a populacdo a importancia e os beneficios trazidos pela ingestdo desses alimentos
(FALLER; FIALHO, 2009).



Tabela 2- Exemplo de cardapio contendo baixa quantidade de compostos fendlicos.
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Refeicao

Alimento

Quantidade de
compostos fenolicos

Café da manha
Colagédo

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

1 copo de leite integral com café (200ml)
1 péo francés (509)

Manteiga

5 biscoito cream cracker

3 colheres de sopa de arroz branco (90g)
1 concha pequena de feijao (60g)

1 bife (1009)

Tomate (30Q)

Doce

1 copo de leite integral com café (200ml)

3 colheres de sopa de arroz (90g)

1 concha de feijao (60g)

1 bife (1009)

3 colheres de sopa de couve flor (409)
Doce

102,6
24,0

102,6
24,0

Total de Compostos Fendlicos

253,2mg

Fonte: WU et al., 2004; CIESLIK; GREDA; ADAMUS, 2006



Tabela 3- Exemplo de cardépio contendo quantidade recomendada de compostos fendlicos.
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Refei¢éo Alimento Quantidade de
compostos fenolicos
Café da manha 1 copode suco de morango (50g) e kiwi (50g) 320,5
2 fatias de pao de forma integral (509) 85,5
Manteiga
Colagédo 2 ameixas (100g) 478,0
15g de semente de abdbora 45,45
15 min. antes do almogo 1 colher de sopa de 6leo de macadamia 15,6
Almoco 3 colheres de sopa de arroz integral(90g)
1 concha meédia de feijdo (100g) 171,0
1 bife (1009)
Brocolis cozido (30g) 101,1
Repolho cru (30g) 32,4
Cenoura cozida (309) 46,8
Alface (30g) 30,0
Tomate (30Q) 18,6
Laranja (30g) 217,0
Lanche da tarde 1Kiwi (809) 218,4
1 péra (80Q) 176,0
1 castanha do Paréa (5g) + 3 améndoa (99) 53,12
Jantar 3 colheres de sopa de arroz integral(90g)
1 concha média de feijdo (100g) 171,0
1 bife (1009)
Bracolis cozido (30g) 101,1
Repolho cru (30g) 32,4
Cenoura cozida (309) 46,8
Alface (309) 30,0
Tomate (30Q) 18,6
Laranja (30g) 217,0
Ceia 200ml de cha de gengibre com casca de laranja 500
Total de Compostos Fendlicos 3126,47mg

Fonte: WU et al., 2004; CIESLIK; GREDA; ADAMUS, 2006

2.1.2 Frutas da Mata Atlantica e Compostos Bioativos
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A Mata Atlantica ocupa a area de 1.110.182 Km2, corresponde 13,04% do territdrio
nacional e é constituida principalmente por mata ao longo da costa litoranea que vai do Rio
Grande do Norte ao Rio Grande do Sul. Passa, portanto, pelos territérios dos estados do Espirito
Santo, do Rio de Janeiro e de Santa Catarina e parte dos estados de Alagoas, da Bahia, de Goias,
de Mato Grosso do Sul, de Minas Gerais, de Paraiba, do Parand, de Pernambuco, do Rio Grande
do Norte, do Rio Grande do Sul, de Sdo Paulo e de Sergipe (FIGURA 2) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FLORESTAS, 2013).

A Mata Atlantica é um dos “hotspots” de biodiversidade, ou seja, € um dos biomas mais
ricos e ameagados do mundo, ocupando a quinta posicdo no cenario mundial (LEAL et al., 2010).
Possui grande quantidade de plantas utilizadas como produtos medicinais, as quais se apresentam
como fontes de produtos naturais biologicamente ativos, sendo utilizados para producdo de
farmacos, aromatizantes, condimentos, corantes, antioxidantes e vitaminas (MARTINS-RAMOS;
BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Figura 2- Territério ocupado pela Mata Atléntica.

Fonte: www.ibflorestas.org.br
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Essas atividades sdo atribuidas a diferentes classes desses compostos biologicamente ativos,
presentes naturalmente nas plantas, conhecidos como fitoquimicos ou compostos bioativos,
definidos como substancias encontradas em frutas e vegetais comestiveis que, ingeridos
diariamente, apresentam potencial modulatério para o0 metabolismo humano de maneira favoravel,
como citado anteriormente (MOURA et al., 2012; TRIPOLI et al., 2007).

Dentre as frutas provenientes da Mata Atlantica, podemos citar o butia, o cambuci, o
maracuja, o caju, a mangaba, a pitanga, 0 jenipapo, 0 jua, a uvaia, a jabuticaba, 0 umbu, o0
mandacaru, entre outras, que apresentam sabores exoticos e possuem excelente valor nutricional,
sendo fontes desses compostos bioativos, dentre os quais pode-se citar a vitamina C, E e 0s
compostos fenolicos, incluindo os flavonoides (NERI-NUMA et al., 2013; CARVALHO-SILVA
et al., 2012; TODA FRUTA, 2011; BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009; BAGETTI,
2009).

Os estudos realizados com diversas frutas da familia Myrtaceae provenientes da Mata
Atlantica, como, o camu camu, o0 jambo, a pitanga, a murta, o jamboldo, o jameldo, a gabiroba, o
cambuci, o araca do campo, a goiaba, a feijoa, 0 araca e a jabuticaba, identificaram a presenca de
diversas classes de compostos bioativos, sendo que 0s mais encontrados, presentes em quase
todas as frutas estudadas, foram quercetina, acido eldgico, kampferol, mircetina e rutina
(TABELA 4).

Tabela 4- Frutas da familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica, seus nomes populares e cientificos, quantidade de
compostos fendlicos totais, qualificagdo dos compostos bioativos e referéncias.

(continua)
Total de
Nome Nome cientifico Compgstos Compostos Bioativos Referéncia
popular Fendlicos
Camu-camu, Myrciaria dubia 1151mg Vitamina C, AKTER et al., 2011,
cacari, araca- GAE/100g quercetina, kampferol, GONCALVES;
d’agua, peso seco acido elagico, LAJOLO;
camocamo cianidina, quercitrina, GENOVESE, 2010;
rutina REYNERTSON et al.,

2008




26

Tabela 4- Frutas da familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica, seus nomes populares e cientificos, quantidade de

compostos fendlicos totais, qualificagdo dos compostos bioativos e referéncias.

(continuacao)

Total de
Nome Nome cientifico Compc_)stos Compostos Bioativos Referéncia
popular Fenolicos
Jambo, Syzygium 869 mg Cianidina, delfinidina, AQIL et al., 2012;
jambolao, cumini, GAE/100g malvidina, peonidina, NUENGCHAMNONG;
Jameldo, Syzygium peso seco petunidina, INGKANINAN, 2009;
baguacu, jambolanum, pelargonidina, &cido  REYNERTSON et al.,
jodo-baldo, Eugenia galico, 2008;
manjel&o, jambolana proantocianidinas, KUKONGVIRIYAPA
azeitona preta quercetina, taninos, N et al., 2007;
acido elagico, DEVKAR; PANDYA;
hexahidroxifenil, SHAH, 2012; BALIGA
acido tartarico, acido etal., 2011;
citrico, acido cafeico, CORREIAet al., 2011
rutina, B cito esterol,
acido betulinico,
miricetina, flavonois,
kampferol, acido
elagico, antocianinas,
petunidina
Pitanga Eugenia 30 mg Taninos, CORREIA et al., 2011;
uniflora GAE/100g monoterpenos, BAGETTI, 2009;
Peso seco sesquiterpenos, ARAI et al., 1999;
antocianinas, CONSILINI;
triterpenos, BALDINI; AMAT,
quercetina, cianidina, 1999
miricetina, acido
elagico,
proantocianidina
Murta Myrtus - Monoterpendides, CHOUDHARY et al.,
communis triterpenos, 2013

flavonoides,
miricetina
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Tabela 4- Frutas da familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica, seus nomes populares e cientificos, quantidade de

compostos fendlicos totais, qualificagdo dos compostos bioativos e referéncias.

(continuacao)

Total de
Nome Nome cientifico Compc_)stos Compostos Bioativos Referéncia
popular Fenolicos
Gabiroba, Campomanesia - Miricetina, quercetina, FERREIRA et al.,
guabiroba, adamantium, miricitrina 2013; MARKMAN;
guavirova, Campomanesia BACCHI; KATO, 2004
guabirova, xanthocarpa
araca-
congonha,
guavira
Cambuci Campomanesia - Quercetina, GONCALVES;
phaea kampferol, acido LAJOLO;
elagico GENOVESE, 2010
Aracé do Psidium - Quercetina, GONCALVES;
campo guineensis kampferol, acido LAJOLO;
elagico GENOVESE, 2010
Goiaba Psidium guava 1074 mg Acido galico, 4cido LIN; YIN, 2012;
GAE/100g cafeico, acido GUTIERREZ;MITCHE
peso seco ferrulico, &cido LL; SOLIS, 2008;

clorogenico, acido
elagico, quercetina,
kampferol,
quercitrina, 3
caroteno, luteina,
licopeno, acido oleico,
acido ursolico, B
citoesterol ,
epicatequina,
miricetina
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Tabela 4- Frutas da familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica, seus nomes populares e cientificos, quantidade de

compostos fendlicos totais, qualificagdo dos compostos bioativos e referéncias.

(concluséo)

Total de
Nome Nome cientifico Compc_)stos Compostos Bioativos Referéncia
popular Fenolicos
Feijoa, Feijoa 59 mg Terpenos, taninos, WESTON, 2010;
goiaba- sellowiana GAE/100g  daidzeina, genisteina, LAPCIK et al., 2005
serrana, peso seco flavona,
goiaba- proantocianinas
ananas
Araga- Psidium - Acido galico, SEEMA PATEL, 2012;
morango, cattleianum epicatequina, acido MEDINA et al., 2011;
araga-rosa, ferrulico, miricetina, MOON et al., 2011;
araca- quercetina, flavona,
amarelo, genisteina,
araca-de- polimetoxiflavona
comer, araca-
comum
Jabuticaba, Myrciaria 3160 mg Delfinidina, cianidina LEITE-LEGATTI et
fruita, jaboticaba GAE/100g 3 glicosideo, al., 2012; LEITE et al.,
jabuticaba Peso seco antocianinas, acido 2011; ABE; LAJOLO;
acu, elagico, taninos, acido GENOVESE, 2011,
jabuticaba- citrico, acido oxalico REYNERTSON et al.,
do-mato, 2008; TREVISAN;
jabuticaba- BOBBIO; BOBBIO,
paulista 1972

Fonte: Da autora

E importante lembrar que as espécies podem ter a sua constituicdo quimica variavel,

quantitativa ou qualitativamente de acordo com os fatores ambientais como o solo, a temperatura,
a altitude e as estacOes climaticas (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Porém, de acordo com Corréa et al. (2011) a quercetina, a miricetina e o kampferol sdo os

flavonoides mais encontrados nas frutas nativas brasileiras, mesmo considerando essa variagao.
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Como j& mencionado, apresentam potencial modulatério para o metabolismo humano,
agindo como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reacGes em cadeia, ou seja,
impedem a ocorréncia de oxida¢do no organismo, sendo considerados como antioxidantes, além
de seus metabdlitos modularem a expressao génica, a inflamacéo e a fun¢do imunoldgica. Esse
mecanismo multiplo de acdo apresentado por diferentes grupos de compostos fendlicos tem sido
diretamente relacionado ao combate de inimeras doencas (CARVALHO-SILVA et al., 2012;
CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; KANG et al., 2011; COSTA, 2010; TOTA et al., 2010;
BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009; BAGETTI, 2009; SHAN, 2009; TRIPOLLI,
2007).

2.1.3 Atividade Bioldgica

Ha tempo o0 homem vem usando diversas partes de plantas para o tratamento e a prevencao
de doencas, sendo que atualmente a prevencdo vem se tornando 0 meio mais promissor de
controle de patologias (CHAN, 2006).

Martins (2009) encontrou essa atividade medicinal em 23 géneros de frutas brasileiras,
pertencentes a 16 familias, tendo destaque as ac¢fes antimicrobiana e antioxidante, encontradas
em onze espécies, antiinflamatoria em dez espécies, antiviral em seis espécies, antifingica e
analgésica observadas em cinco espécies. Outro estudo realizado com a populacdo tem sugerido
gue o consumo de plantas contendo os fitoquimicos reduze o risco de doencas cardiovasculares e
do cancer (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2007).

Além dos efeitos antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatdrio, antifungico, analgésico,
cardioprotetor e antimutagénico ja relatados, foram observados em estudos utilizando polpa,
casca ou semente de frutas da familia Myrtaceae, encontradas na Mata Atlantica, atividades como
antiquimiotatica, antiproliferativa, hipoglicemiante, hipolipidémica, antipirético, antidiarreico,
antiespamddico, antibacteriana, diurética, hepatoprotetora, nefroprotetora, antibacteriana,
antigenotdxica, antialérgica, antiaterosclerotica e antitlcera (TABELA 3) (CHOUDHARY et al.,
2013; AQIL et al., 2012; LIN; YIN, 2012; MCCOOK-RUSSELL et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012; LEITE et al., 2011; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2011;
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MEDINA et al., 2011; INES et al., 2012; HUANG; YIN; CHIU, 2011; BIEGELMEYER et al.,
2011; AKTER et al.,, 2011; ANDRADE et al.,, 2011; INOUE et al., 2008; GUTIERREZ;
MITCHELL,; SOLIS, 2008; CHEN; YEN, 2007; QIAN; NIHORIMBERE, 2004; VUOTTO et
al., 2000).

Esses e outros estudos realizados com plantas provenientes da Mata Atlantica e de outros
biomas brasileiros mostram a gama de efeitos benéficos a saude gerados pela insercdo de frutas
na alimentacdo. Essas atividades existem devido a presenca dos compostos bioativos,
relacionados a diversas acBes biolégicas, dando destaque para atividade antioxidante,
antimutagénica e anticarcinogénica, muito estudadas na atualidade (PASCOAL, 2012; INES,
2012; FERNANDES et al., 2010).

Tabela 5- Atividade bioldgica das frutas pertencentes a familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.
(continua)

Atividade

o Fruto Referéncia
Biologica

Antioxidante Camu-camu (Myrciaria dubia), gabiju ~ AKTER et al., 2011; INOUE et

(Myrcianthes pungens), jambo al., 2008; ANDRADE et al.,
(Syzygium cumini), araca-vermelho 2011; AQIL et al., 2012;
(Psidium cattleianum), araca-amarelo BIEGELMEYER et al., 2011;
(Psidium cattleianum var. lucidum), CHEN; YEN, 2007;
goiaba (Psidium guava), murta CHOUDHARY et al., 2013;

(Myrtus communis), goiaba (Psidium GUTIERREZ; MITCHELL;
guava), pitanga (Eugenia uniflora), SOLIS, 2008; INES et al., 2012;
feijoa (Feijoa sellowiana), jabuticaba  QIAN; NIHORIMBERE, 2004;
(Myrciaria jaboticaba) HUANG,; YIN; CHIU, 2011,
LIN;YIN, 2012; MEDINA et al.,
2011; MCCOOK-RUSSELL et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012,
VUOTTO et al., 2000; LEITE-
LEGATTI etal., 2012; LEITE et
al., 2011; ABE; LAJOLO;
GENOVESE, 2011
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Tabela 5- Atividade bioldgica das frutas pertencentes a familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.
(continuagdo)

Atividade o
Bioldgica Fruto Referéncia

Antiinflamatério  Camu-camu (Myrciaria dubia), jambo ~ AKTER et al., 2011; INOUE et
(Syzygium cumini), murta (Myrtus al., 2008; OLAJIDE; AWE;
communis), gabiroba (Campomanesia MAKINDE, 1999;
adamantium), goiaba (Psidium guava), ABDELRAHIM et al., 2012;
araca (Psidium cattleianum), feijoa CHOUDHARY et al., 2013;
(Feijoa sellowiana) FERREIRA et al., 2012; LIN;
YIN, 2012; MCCOOK-
RUSSELL et al., 2012, VUOTTO
et al., 2000

Antiquimiostatico gabiju (Myrcianthes pungens) ANDRADE et al., 2011
Antiproliferativo ~ Jambo (Syzygium cumini), camu-camu  AQIL et al., 2012; INOUE et al.,
(Myrciaria Ubia), jameldo (Eugenia  2008; LI et al., 2009; MEDINA et
jambolana), araca (Psidium al., 2011; MOON et al., 2011;
cattleianum), jabuticaba (Myrciaria LEITE-LEGATTI et al., 2012
jaboticaba)

ARAI et al., 1999; BOPP et al.,

Hipoglicemiante Pitanga (Eugenia uniflora), jambo
(Syzygium cumini), jamboldo 2009; CORREIA et al., 2011;
(Syzygium jambolanum), jamel&o DEVKAR; PANDYA; SHAH,
2012; BALIGA et al., 2011

(Eugenia jambolana)

Hipolipidémico Pitanga (Eugenia uniflora), murta ARAI et al., 1999;
(Myrtus communis), jameldo (Eugenia CHOUDHARY et al., 2013;
jambolana), goiaba (Psidium guava HOSSEINZADEH;
KHOSHDEL; GHORBANI,
2011; DEVKAR; PANDYA;
SHAH, 2012; BALIGA et al.,
2011; HUANG;YIN; CHIU, 2011

Analgeésico Jambo (Syzygium cumini), murta OLAJIDE;AWE; MAKINDE,
(Myrtus communis) 1999; ABDELRAHIM et al.,
2012; CHOUDHARY et al.,
2013; HOSSEINZADEH;
KHOSHDEL; GHORBANI, 2011
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Tabela 5- Atividade bioldgica das frutas pertencentes a familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.

(continuacao)

Atividade o
Bioldgica Fruto Referéncia
Antipirético Jambo (Syzygium cumini) OLAJIDE; AWE; MAKINDE,

Antidiarreico

Antiespamodico

Antibacteriano

Anti desordens
urinarias

Diurético

Hepatoprotetor

Nefroprotetor

Jambo (Syzygium cumini)

Jambo (Syzygium cumini)

Jambu (Syzygium cumini), murta
(Myrtus communis), feijoa (Feijoa
sellowiana)

Murta (Myrtus communis)

Pitanga (Eugenia uniflora)

Jameldo (Eugenia jambolana), goiaba
(Psidium guava)

Jamel&o (Eugenia jambolana)

1999; ABDELRAHIM et al.,
2012

OLAJIDE; AWE; MAKINDE,
1999; ABDELRAHIM et al.,
2012

OLAJIDE; AWE; MAKINDE,
1999; ABDELRAHIM et al.,
2012

OLAJIDE; AWE; MAKINDE,
1999; ABDELRAHIM et al.,
2012; CHOUDHARY et al, 2013;
VUOTTO et al., 2000

CHOUDHARY et al., 2013

CONSILINI; BALDINI; AMAT,
1999; AMAT,; BATTISTA;
ULIANA, 1999

DEVKAR; PANDYA; SHAH,
2012; BALIGA et al., 2011;
GUTIERREZ; MITCHELL;

SOLIS, 2008; ROY; KAMATH;
ASAD, 2006

DEVKAR; PANDYA; SHAH,
2012; BALIGA et al., 2011




Tabela 5- Atividade bioldgica das frutas pertencentes a familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.

(continuagdo)

Atividade
Bioldgica

Fruto

Referéncia

Cardioprotetor

Antinociceptivo

Inibi¢ao da a
amilase

Antimicrobiano

Antigenotoxico

Antimutagénico

Antialérgico

Jameldo (Eugenia jambolana),

jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)

Gabiroba (Campomanesia

adamantium), goiaba (Psidium guava),

murta (Myrtus communis)

Cambuci (Campomanesia phaea),
araca do campo (Psidium guineensis)

Goiaba ( Psidium guava), araca
(Psidium cattleianum)

Goiaba (Psidium guava)

Goiaba (Psidium guava), feijoa
(Feijoa sellowiana), jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba)

Goiaba (Psidium guava)

DEVKAR; PANDYA; SHAH,
2012; BALIGA et al., 2011;
LENQUISTE et al., 2012

FERREIRA et al., 2012,
GUTIERREZ;, MITCHELL,
SOLIS, 2008; SHAHEEN et al.,
2000; HOSSEINZADEH;
KHOSHDEL; GHORBANI, 2011

GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010

GUTIERREZ; MITCHELL;
SOLIS, 2008; CHAH et al., 2006;
MEDINA et al., 2011,
MCCOOK-RUSSELL et al., 2012

GUTIERREZ;MITCHELL;
SOLIS, 2008; BARTOLOME et
al., 2006

GUTIERREZ; MITCHELL;
SOLIS, 2008; BARTOLOME et
al., 2006; VUOTTO et al., 2000;

LEITE-LEGATTI et al., 2012

GUTIERREZ; MITCHELL;
SOLIS, 2008; SEO et al., 2005
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Tabela 5- Atividade bioldgica das frutas pertencentes a familia Myrtaceae nativas da Mata Atlantica.
(concluséo)

g?:)\;ic’%?g: Fruto Referéncia
Antiaterolclerético Goiaba (Psidium guava) KAWAKAMI et al., 2012
Antiulcera Guabiroba (Campomanesia MARKMAN; BACCHI; KATO,
xanthocarpa) 2004
Antifungico Jameldo (Eugenia jambolana) SANTOS et al., 2012
Diminuicédo de Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) LENQUISTE et al., 2012

hiperinsulinemia

Fonte: Da autora

2.1.4 Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que reduzem ou evitam a oxidacdo, pois, em
pequenas concentracles, neutralizam os radicais livres e previnem os danos causados por eles.
Estas substancias podem reduzir os danos adversos, desintegrando os oxidantes antes que estes
reajam com os alvos biolégicos, impedindo assim as reacdes em cadeia ou a ativacdo do oxigénio
a produtos altamente reativos (INES et al., 2012; AZZI; DAVIES, 2004). Tém, portanto, um
papel importante na prevencdo de dano adicional, por desativar as moléculas de radicais livres
instaveis (LIMA et al., 2007).

Os antioxidantes tém ganhado muita importancia nos Gltimo anos devido seu potencial
profilatico e terapéutico em muitas doencas (SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007). A
descoberta da relagdo entre os radicais livres e cancer, diabetes, doengas cardiovasculares,

envelhecimento, entre outras, conduziu a uma mudanca dos profissionais sobre os cuidados com
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a salde. Com isso, a literatura sobre antioxidantes expandiu-se de forma acelerada por causa da
evidéncia que estes podem contribuir trazendo beneficios (WU et al., 2004).

O consumo de antioxidantes dietéticos, além do sistema de protecdo antioxidante
enddgeno, parece ser de grande importancia na luta contra o estresse oxidativo associado a
doencas crbnicas, agindo como um fator protetor adicional para manter-se o equilibrio do estado
redox da célula. Este complexo sistema de protecdo antioxidante, enddgeno e exdgeno, interage
entre si e atua sinergicamente para neutralizar os radicais livres, sendo o enddégeno chamado de
cascata antioxidante (FIGURA 3) (KALIORA; DEDOUSSIS; SCHMIDT, 2006).

A cascata antioxidante ocorre, pois, quando ha producdo de O2-, o0 organismo utiliza sua
defesa antioxidante para combaté-lo. Uma delas é a Superdxido Desmutase (SOD), enzima que
para ser eficaz necessita de Cu, Zn e Mn, permitindo a transformacdo do O2- em H202. Ocorre
ainda a transformacao de O2- no radical hidroperoxila (HO2¢), uma substancia mais reativa, que
pode ser detoxificada. O H202 pode também ser gerado pelas mesmas fontes que produzem o
anion superoxido, e por outras enzimas, sendo detoxificado pelas enzimas catalase (dependente
de ferro) e, na presenca de glutationa (GSH), pela glutationa peroxidase (GPx, dependente de Se)
transformando-o em agua e oxigénio e liberando glutationa oxidada (GSSG). Esta glutationa
oxidada pode ser novamente transformada em glutationa pela acdo da enzima glutationa-redutase
(GRd), dependente da vitamina B2 (MONTEIRA, 2007; LEONARD et al., 2003; RAHMAN;
MACNEE, 2000).

Quando reduz H202 em agua, a GPx diminui a quantidade de peréxido disponivel para a
geragdo de radicais hidroxila (HO¢). Esses radicais podem se formar na presenca de cations de
transicdo, como Fe+2 e Cu+, e sdo capazes de atacar moléculas organicas (MONTEIRA, 2007,
WATERS et al., 2002).

O ascorbato e os compostos fendlicos sdo capazes de eliminar esse radical transformando-o
em agua. Quando isso ocorre o a-tocoferol (a-TOH) atua na remogéo dos produtos de ataque por
estes radicais aos lipidios (alquilperoxis), transformando-se no radical a-tocoferil (a-TO¢), o qual
pode ser regenerado na presenca de ascorbato, UQH2 e indiretamente pelo acido dehidrolipdico
(ADHL) e grupos tidis. O ascorbato e UQH2 ao recuperar o a-TOH liberam seus radicais, o
ascorbil e a ubisemiquinona (UQH?¢), que podem novamente ser recuperados pela acao da GPx

(na presenca de GSH) e ADHL, respectivamente (MONTEIRA, 2007).
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Figura 3- Cascata antioxidante.
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Outros antioxidantes podem atuar na eliminacdo dos radicais alquilperoxil, dentre eles
pode-se citar os CF, a UQH2 e o B-caroteno. Nesta reagdo o - caroteno modifica-se para radical
B-carotenil que pode ser regenerado pelo ascorbato e pelo a-TOH (MONTEIRA, 2007; JAMES;
SMITH; MURPHY, 2004; YOUNG; LOWE, 2001).

Nas células que ndo apresentam mitocondrias, o AAL pode ser reduzido a ADHL, via
NADPH com participacdo da glutationa e da tireoredoxina redutases. O AAL e ADHL, a UQH?2,
0 ascorbato e a glutationa sdo ainda capazes de atuar sobre espécies reativas de nitrogénio. Os
trés primeiros sdo capazes de fazer a detoxificacdo do &nion peroxinitrito (ONOO-). Ja a
glutationa pode se ligar ao 6xido nitrico (NO¢), formando 0s S-nitrosotidis, impedindo assim que,

quando haja uma produgdo excessiva de NOe via 6xido nitricosintetase- indutivel, este exerca um
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efeito préoxidante (MONTEIRA, 2007; JAMES; SMITH; MURPHY, 2004). Ocorre ainda a
interagdo de compostos fenodlicos com outros antioxidantes como a GSH e o ascorbato
(MONTEIRA, 2007).

Particularmente, essa atividade antioxidante foi observada em frutas nativas brasileiras
entre elas, o camu-camu (M. dubia), o gabiju (M. pungens), o jambo (S. cumini), o araca
vermelho (P. cattleianum), o aracd amarelo (P. cattleianum var. lucidum), a murta (M.
communis), a goiaba (P. guava), a pitanga (E. uniflora), a feijoa (F. sellowiana), a jabuticaba (M.
jaboticaba), pertencentes a familia Myrtaceae e provenientes da Mata Atlantica, mostradas na
Tabela 5 (CHOUDHARY et al.,, 2013; AQIL et al, 2012; LIN; YIN, 2012; MCCOOK-
RUSSELL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012; LEITE et al.,
2011; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2011;HUANG,; YIN; CHIU, 2011;MEDINA et al., 2011;
ANDRADE et al., 2011; INES et al., 2011; BIEGELMEYER et al., 2011; AKTER et al., 2011,
INOUE et al., 2008; CHEN; YEN., 2007; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; QIAN;
NIHORIMBERE, 2004; VUOTTO et al., 2000).

Diversas pesquisas mostram que essa atividade antioxidante mostradas em frutas nativas
brasileiras pode ser devida a compostos tais como os flavondides, isoflavonas, flavonas e
antocianinas (AQIL et al, 2012; GONCALVEZ et al., 2010).

Estudos de base populacional sugeriram que o consumo de plantas que contém esses e
outros compostos fendlicos reduz o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
cancer, devido sua atividade antioxidante (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2007).

Essa atividade antioxidante dos compostos fendlicos é devida, principalmente, as sua
propriedade redox e € o resultado de varios mecanismos possiveis como limpeza do radical livre,
atividade de quelante de metal e/ou capacidade de reducdo do oxigénio singleto. Eles séo também
conhecidos por desempenhar um papel importante na estabilizacdo de peroxidacéo lipidica e por

inibir varios tipos de enzimas de oxidacdo (SHAN et al., 2005).

2.1.5 Atividade Antiproliferativa
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O céncer é uma das principais doengas cronicas e causas de morte em todo o mundo, sendo
considerado um problema de saude publica. Os tipos de cancer mais diagnosticados incluem o de
pulméo, colorretal, de mama e de figado (MOU et al., 2011; CARVALHO et al., 2010;
NORATTO et al., 2010; . WANG et al., 2006). Porém, a quimioterapia tem sua eficcia limitada
pela sua tendéncia em destruir as células saudaveis juntamente com as células cancerigenas,
podendo assim destruir o tecido saudavel (DUH et al., 2012).

Pelo aumento da incidéncia da doenca e pela ineficacia do tratamento existente, diversos
pesquisadores se empenham para encontrar novas estratégias para a prevencgdo e o tratamento do
cancer, incluindo drogas anticancer e combinacdes de drogas, através da identificacdo de
compostos sintéticos e produtos naturais (LI et al., 2013; TANG et al., 2012; GULLETT et al.,
2010).

Nesse contexto, as plantas comestiveis, fontes de compostos bioativos, tais como as frutas e
0s vegetais vém sendo considerados uma boa alternativa para prevencéo e tratamento do cancer
(HE; LIU, 2007).

As frutas, em particular, contém muitos polifenois, como a quercetina, o kaempferol, os
acidos fendlicos, o acido galico, o &cido clorogénico, a luteolina e o acido eldgico, que de forma
individual ou combinada podem ter atividade protetora contra o cancer, através de bloqueio do
tumor ou supressdo de agentes tumorais (LI et al., 2013; FU et al., 2011; RUSSO, 2007; LIU,
2003; SURH , 2003).

Os polifendis também podem bloquear o cancer por suprimir a ativacdo do fator nuclear
KB, por atenuar as proteinas quinases, por suprimir ativacdo de mitdgenos, por atenuar o receptor
de fator de crescimento, por interromper o ciclo celular e por induzir a apoptose, por possuir
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios e por suprimir a angiogénese (LI et al., 2013;
CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011; KHAN et al., 2011; SHARIF et al., 2011; FRESCO et
al., 2006).

Por isso, diversos estudos sdo realizados com o intuito de avaliar as capacidades
antiproliferativa e citotdxica de diversos extratos de frutas, a fim de investigar seu potencial de
destruir células neoplasicas em cultura, numa correlagdo entre a concentracdo e a resposta e
seletividade para alguma linhagem tumoral (SACOMAN, 2007). Para tal, utilizam-se varias
linhagens celulares tumorais com o intuito de se obter uma visdo ampliada dos efeitos das drogas

ou compostos bioativos. Estas linhagens devem ser de canceres originados de diferentes tecidos
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com diferentes origens embrionarias e com caracteristicas morfolégicas e fisiologicas distintas,
levando-se em conta aspectos de captacdo celular e distribuicdo de compostos (WOLFE; LIU,
2008; WOLFE; LIU, 2007; LIU et al., 2002; SACOMAN, 2007; ROESLER, 2007).

Li et al. (2003) realizaram estudos de atividade antiproliferativa com polpa, semente e
casca de 61 frutas, utilizando linhagens celulares de cancer de pulméo (A549), cancer de mama
(MCF 7), hepéatico (HepG2) e de colon (HT 29). O resultado foi uma gama de efeitos
antiproliferativos, variando de acordo com o fruto, suas diferentes partes e a célula alvo, sendo
que alguns dados indicam que algumas frutas podem ser promissores agentes anticancer.

Além disso, frutas da familia Myrtaceae provenientes da Mata Atlantica, como o jambo
(Syzygium cumini), o camu-camu (Myrciaria dubia), o jameldo (Eugenia jambolana), o araca
(Psidium cattleianum), a jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) também foram testadas, apresentando
atividade antiproliferativa (TABELA 3) (AQIL et al.,, 2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012;
MEDINA et al., 2011; MOON et al., 2011; LI et al., 2009; INOUE et al., 2008).

2.2 ARACA-UNA E ARACA MORANGO

Os aracas participam da familia botanica das Myrtaceae, uma familia de 142 géneros e
mais de 5500 espécies, com uma distribuicdo no Hemisfério Sul, predominantemente, com alta
diversidade ocorrendo na Australia, na América do Sul e no Sudeste da Asia, enquanto que
apenas trés géneros ocorrem na Africa e um na regido mediterranea da Europa (THORNHILL et
al., 2012).

No Brasil a familia estd bem representada por 23 géneros e 1000 espécies, sendo
frequentemente citada em trabalhos floristicos e fitossociologicos realizados nas diferentes
formacdes vegetacionais do Brasil, sendo que varios estudos comprovam a riqueza e abundancia
dessa familia, especialmente em areas de Mata Atlantica (BUNGER et al., 2012; LANDRUM;
KAWASAKI, 1997).

Possui frutos que fornecem maior variedade a dieta, através de alimentos nutritivos ricos
em compostos funcionais que poderiam atuar como antioxidantes naturais, acarretando protecéo

ao organismo (PEREIRA et al., 2012). Possuem, portanto, atividades benéficas ao organismo,
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estando relacionados a atividade antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, antiflngica,
analgésica, cardioprotetora, antimutagénica, antiquimiotatica, antiproliferativa, hipoglicemiante,
hipolipidémica, antipirética, antidiarreica, antiespamodica, antibacteriana, diurética,
hepatoprotetora, nefroprotetora, antibacteriana, antigenotoxica, antialérgica, antiaterosclerética e
antidlcera (TABELA 3) (CHOUDHARY et al., 2013; MCCOOK-RUSSELL et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012; AQIL et al., 2012; LIN; YIN, 2012;
ANDRADE et al., 2011; BIEGELMEYER et al., 2011; LEITE et al., 2011; ABE; LAJOLO;
GENOVESE, 2011; HUANG,; YIN; CHIU, 2011; MEDINA et al., 2011; AKTER et al., 2011;
INES et al., 2011; INOUE et al., 2008; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; CHEN; YEN,
2007; QIAN; NIHORIMBERE, 2004; VUOTTO et al., 2000).

Aracgé-una e aragd morango fazem parte ainda do género Psidium, género Neotropical de
100 a 150 especies de arbustos ou arvores de pequeno porte. O nome € derivado da palavra grega
sidion, que é o diminutivo de lado, nome dado a romé (Punica granatum) e apresentam frutos
que sdo semelhantes as goiabas em relacdo a forma (ELLSHOFF et al., 1995).

O género Psidium é conhecido por apresentar em sua composi¢do quimica meroterpenos,
conferindo-o grande potencial de inibicdo da proteina Tirosina Fosfatase 1 B (PTP1B) e do
crescimento de carcinoma hepatocelular (SHAO et al., 2012).

Apresenta frutos com diversas atividades bioldgicas, sendo que a mais conhecida é a
goiaba, a qual € utilizada em inGameros estudos, possuindo atividade antimicrobiana,
hepatoprotetora, antioxidante, radioprotetora, antigenotoxica, antimutagénica, antialérgica,
antinociceptiva, antihiperglicémica, atenua o0 desenvolvimento de ateroslcerose, acéo
antiinflamatoria e antiglicante (KAWAKAMI, 2012; LIN, 2012; OLIVEIRA, 2012; CHAN et al.,
2006; ROY et al., 2006; BARTOLOME, 2006; SEO et al., 2005; QIAN; & NIHORIMBERE,
2004; SHAHEEN, 2000).

O aragazeiro é uma planta originaria das matas nativas brasileiras. E uma arvoreta de 3 a 4
m de altura, chegando com muita raridade aos 7 m de altura quando em clareiras no meio da
mata. A copa é arredondada, densa e pequena. O tronco é tortuoso, com ritidoma liso, de cor
amarelo acinzentado, e uma vez por ano a casca se desprende em laminas, como tiras de papel
(Figura 4-A). Os ramos jovens ndo apresentam pélos e sdo cilindricos com casca castanha. Possui
folhas ovais, retas, com a parte larga no apice e fixada por peciolo (haste ou suporte) de 5a 7 mm

de comprimento (Figura 4-B). Suas flores geralmente surgem isoladamente a partir das axilas das
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folhas e sdo brancas com longos estames. Quando aberta a flor é branca e mede 1,5 cm de
didmetro, sendo formada por célice (involucro externo) com 4 a 5 lobos ou recortes na forma de
dentes concavos que se rompem na antese (Figura 4 - C) (COLECIONANDO FRUTAS, 2013).

O florescimento ocorre dos meses de junho a dezembro e a frutificacdo ocorre durante a
primavera e o verdo. Os frutos sdo geralmente vermelho plrpura, embora as vezes possa ser
amarelo (Figura 4-D). So pequenos e apresentam pelo menos 3 tipos diferentes em relacdo a cor
(ELLSHOFF et al., 1995).

Sdo especialmente ricos em minerais como célcio, fosforo e ferro e elementos funcionais,
tais como vitaminas A, B e C e compostos fendlicos (GIACCOBO et al., 2008), apresentando
acdo antioxidante (FRUTAS NO BRASIL, 2014; BIEGELMEYER et al., 2011, CORREA et al.,
2011).

Essas caracteristicas, adicionadas a sua rapida producéo e sua regular resisténcia as doencas
e pragas, tornam o aracazeiro uma nova e promissora opcao de cultivo (FEETER et al., 2010).

Embora possam ser consumidos in natura, sdo mais aproveitados na fabricacdo de doces
(popular “aracazada”), compotas e geléias. Alem desses, também séo utilizados para o preparo de
sucos, licores e sorvetes. Porém, esses pordutos sdo, na maioria das vezes, produzidos de forma
artesanal, estando restritos a pequenas familias, o que faz com que sejam conhecidos apenas nas
localidades proximas das regides produtoras, sendo ainda muito apreciado pela fauna local
(VIEIRA et al., 2006).

O araca-una (Psidium eugeniaefolia) € um fruto roxo, com diametro de até 3 cm,
proveniente da regido da Mata Atlantica brasileira, sendo encontrado desde o estado do Espirito
Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, aparecendo nas florestas de encostas e nas bordas de mata
(COLECIONANDO FRUTAS, 2013).
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Figura 4- Aracazeiro.

‘ G

Nota: A) Aracazeiro com caule apresentando coloragdo caracteristica.
B) Folhas do aracgazeiro.
C) Flores do aragazeiro.
D)Araca de coloragdo amarela, também conhecido como ara¢a morango.
Fonte. www.ecoloja.com.br; naturezadivina.org.br; www.frutasradar-rs.com.br

S&o bagas quase arredondadas, com casca roxas escuras ou quase negras quando totalmente
madura. A polpa ¢é arroxeada, acidulada, envolvendo 10 a 22 sementes angulosas e de cor creme.
A cor roxa é proveniente de antocianinas e carotendides, pigmentos que promovem cor aos
alimentos, além de apresentarem notaveis funcbes biologicas (FIGURA 5) (CESARINO;
MARCADANTE, 2012).



http://www.ecoloja.com.br/
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Figura 5- Araca-una (Psidium eugeniaefolia).

Fonte. www.colecionandofrutas.org; arvoresdesaopaulo.wordpress.com

O araca-morango (Psidium catleianum) € um fruto esférico, pequeno (2 cm de diametro),
com numerosas sementes e casca amarela (Psidium catleianum var. lucidum) ou avermelhada
(Psidium catleianum), com peso superior a 20 g, em alguns casos (FIGURA 6). A polpa €
translicida, muito suculenta e tem um sabor de morango, com um toque picante
(BIEGELMEYER et al., 2011).


http://www.colecionandofrutas.org/
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Figura 6- Araca morango (Psidium cattleianum var. lucidum).

Fonte: arvoresdesaopaulo.wordpress.com ; www.colecionandofrutas.org

Sabendo que frutos da mesma familia e género do araca-una e aragd morango apresentam
em sua composicdo diversos compostos bioativos capazes de realizar efeitos bioldgicos benéficos
a saude, espera-se verificar os compostos bioativos presentes nas referidas frutas, bem como

atividade antioxidante e antiproliferativa.
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3 OBJETIVOS

Esse trabalho foi realizado a partir de um objetivo geral e objetivos especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o extrato do araca-una (Psidium eugeniaefolia) e do aracd morango (Psidium
catleianum var. lucidum) quanto a sua quantidade de fendlicos totais, flavonoides e principais
acucares, bem como as suas atividades antioxidante e antiproliferativa em cultura de células

especificas para cancer hepatico, mamario e de pulmao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a quantidade de fenolicos totais e flavonoides;

b) Estudar a capacidade antioxidante celular em linhagem humana de carcinoma hepatico
(HepG2);

c) Estudar a capacidade antiproliferativa em linhagem humana de carcinoma hepético (HepG2),
mamario (MCF-7) e de pulméo (A549);

d) Identificar os compostos fendlicos nos extratos de araca-una e araga morango por meio de
analise cromatogréfica;

e) ldentificar os principais agucares nos extratos de araca-una e aragd morango por meio de

ressonancia magnética nuclear.
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4 MATERIAL E METODO

Para realizacdo do trabalho foram utilizados extratos de frutas e métodos de identificacdo de

compostos fendlicos, atividade antioxidante celular e antiproliferativa.

4.1 MATERIAL

Para realizacdo dos experimentos utilizou-se extratos de frutas e culturas de células de

cancer humano.

4.1.1 Origem das amostras

Na Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP de Campinas, foram avaliadas
varias frutas exoticas dos diferentes biomas, Cerrado, Floresta Amazodnica e Mata Atlantica.
Foram realizados os estudos da capacidade antioxidante, do perfil de fenolicos totais e
antocianinas pelos métodos da capacidade de sequestrar radicais livres (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) — DPPH, da capacidade da absorcdo de radicais oxigénio — ORAC, analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE e detemrinacdo de fendis totais pelo método de
Folin-Ciocalteu.

Desses frutos, foram selecionados para o presente estudo o araga-una e 0 araca morango,
adiquiridos na Feira Municipal de Panair em Manaus-AM no més de outubro. As frutas foram
identificadas de acordo com o sistema de classificacdo proposto por Angiosperm Phylogeny
Group Il (2003). As frutas ndo danificadas foram selecionadas e lavadas. A porcdo comestivel foi
retirada, subdividida e homogeneizada com agua e etanol (95:5 v/v) por 20 minutos de acordo
com Roester et al., 2006. As amostras foram concentradas em rotaevaporador a 40 °C, liofilizadas,

pulverizadas e armazenadas a -20 °C em recipiente de vidro opaco, sendo o rendimento de 25%.
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Optou-se por estudar os frutos na forma de extrato aquoso levando em consideracao a ingestéo de

suco de araga-una e ara¢cad morango pela populagéo.

4.1.2 Cultura de Células

Para 0 ensaio de atividade antioxidante utilizou-se celulas de carcinoma hepético
denominadas HepG2. As celulas foram mantidas em meio de cultura completo (DMEM),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino a temperatura de 37°C e 5% de CO2.

Para o ensaio de atividade antiproliferativa utilizou-se células de carcinoma hepatico
(HepG2), carcinoma pulmonar (A549) e mamario (MCF7), mantidas nas mesma condi¢des, na
Universidade Federal de Alfenas-MG.

4.2 METODO

Para avaliacdo dos compostos fendlicos e atividades biologicas dos extratos das frutas foram

realizados diversos métodos.

4.2.1 Determinacdo de Conteudo Total de Fendlicos

Os contetdos de fenolicos totais dos extratos de araca-una e aracd morango foram
determinados usando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER;
RAVENTOS, 1999), o qual foi modificado no laboratério da Universidade de Cornell (YANG et
al., 2004). Os extratos de araca-una e aragd morango foram diluidos 1:10 com &gua destilada para
se obter leituras dentro da curva padrdo no intervalo de 0,0-600,0 ug de acido galico/mL. Apéds a

diluicdo os extratos foram oxidados pelo reagente de Folin-Ciocalteu e a reacdo foi neutralizada
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com carbonato de sodio. A absorvancia foi medida a 760 nm depois de 90 minutos a temperatura
ambiente por um leitor de placas Il Dynex MRX (Dynex Technologies, Chanilly, VA). Os
valores de absorvancia foram entdo comparados com os do padrdo de &cido galico com
concentragdes conhecidas. Todos os valores foram expressos como a média (miligramas de
equivalentes de &cido galico por 100 g de peso seco da amostra) + desvio padrdo para trés

repeticdes (triplicata).

4.2.2 Determinagao do Teor de Flavonoides

O teor total dos flavonoides dos extratos de araga-una e de araca morango foi determinado
usando um método colorimétrico modificado (YANG et al., 2004; JIA; TANG; WU, 1999). Para
tal, 0,25 mL de extratos diluido 1:10 foi misturado com 1,25 mL de agua destilada e em seguida
com 0,075 mL de solucéo de nitrito de sodio a 5% e deixou-se reagir durante 5 min. Em seguida,
0,15 mL de cloreto de aluminio a 10% e 0,5 mL de 1M de hidroxido de sédio foram adicionados
e deixou-se reagir durante 6 minutos. Depois, adicionou-se agua destilada até obter-se uma
mistura final com volume de 3 mL. A absorvéncia da mistura foi imediatamente medida num
comprimento de onda de 510 nm contra um branco preparado usando um espectrofotémetro 11
DYNEX MRX. O teor de flavonoides foi determinado por uma curva padrdo de catequina e
expressos como a média (miligramas de equivalentes de catequina - CE - por 100 gramas de peso

seco da amostra) + desvio padréo para os extratos em triplicata.

4.2.3 Atividade antioxidante celular

A atividade antioxidante celular dos extratos foi avaliada utilizando os testes de Capacidade

Sequestrante de Radicais Peroxil e Atividade Antioxidante Celular.
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4.2.3.1 Teste de Capacidade Sequestrante de Radicais Peroxil (PSC)

O teste PSC foi realizado de acordo com o protocolo de Wolfe & Liu (2008), o qual avalia
a atividade antioxidante através da capacidade de eliminacdo do radical peroxil. Antes da
utilizacdo na reagdo 107l de diacetato de diclorofluoresceina a 2,48mM foi adicionado a 893uL
de KOH a 1,0mM, durante 5 minutos, para ser hidrolisada, removendo, dessa forma, a porgéo
diacetato, a fim de formar dicloroflueresceina. A diclorofluoresceina obtida foi diluida em 7mL
de tampao fosfato 75mM (pH 7,4). Prerarou-se ainda, o amidinopropano (2,2°-Azobis) fresco em
tampao, o qual foi mantido a 4°C. Além disso, para realizacdo do ensaio, 100pL do extrato de
araca-una e 100uL do extrato de araca morango foram diluidos em tampao fosfato 75mM (pH
7,4). Para a realizacdo do ensaio, um aliquota de 100 pL de células de carcinoma hepatico
(HepG?2) foi plaqueada a uma densidade de 6 x 10*/pogo em microplaca estéril. Apds 24 horas, 0
meio de cultura foi removido e os pocos lavados com tampdo fosfato-salino (PBS). Em seguida,
adicionou-se 100 pL de meio contendo o extrato de araca-una e araca morango e 100 uL de
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) a 25 uM. A placa foi levada ao Fluoroskan Ascent
espectofotdbmetro de fluorescéncia (Thermo Labsystems, Franklin, MA), e a solucdo em cada
célula foi misturada por agitacdo a 1200 rpm durante 20 segundos. A reacao foi iniciada pela
adicdo de 50 pL de amidinopropano (2,2 '-azobis). A leitura foi realizada a 37 ° C, e a
fluorescéncia foi avaliada a 485 nm de excitacdo e de emissdo de 538 nm, com o
espectrofotometro de fluorescéncia, sendo realizada a cada cinco minutos, durante uma hora.
Cada conjunto de diluicGes e controle foi analisado por trés vezes em colunas adjacentes. A
reacdo controle foi feita com tampdo. Os dados foram adquiridos com software Ascent, versao
2.6 (Thermo Labsystems). As areas sob a curva média de fluorescéncia de tempo de reacéo
cinética (AUC) para o controle e as amostras (até 36 minutos) foram integradas e usadas como a

base para calcular a atividade antioxidante de acordo com a equacéo:

PSC unidade =1 - (SA/CA)

onde SA é AUC para a amostra ou diluicdo padrdo e CA é AUC para a reagdo controle. Os

compostos que inibirem a oxidagdo de diclorofluoresceina produzem unidades PSC menores. A
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concentracdo eficaz média (CE50) foi definida como a dose necessaria para causar uma inibicéo
de 50% (PSC unidade = 0,5) para cada extrato. Os resultados foram expressos como micromol de
equivalentes de vitamina C por grama de extrato de amostra + desvio padrdo (DP) para as

analises em triplicata.

4.2.3.2 Atividade Antioxidante Celular (CAA)

Para determinacdo da atividade antioxidante celular utilizou-se ainda o ensaio de CAA.
Para a realizacdo do teste, imediatamente antes da utilizacdo na reacdo, 107 uL de 2,48 mM
diacetato diclorofluoresceina foi hidrolisada para diclorofluoresceina com 893 uL de 1,0 mM de
KOH durante 5 minutos em um frasco, a fim de remover a porc¢do de diacetato e, em seguida, foi
diluido com 7 mL de tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4). ABAP (200 mM) preparado fresco foi
mantida a 4 ° C. Além disso, 100 uL de extrato de aracd-una e 100uL de extrato de araca
morango foram diluidos em tampdo de fosfato 75 mM (pH 7,4). Nesse teste as células de
carcinoma hepatico (HepG2) foram plaqueadas a uma densidade de 6x10%/poco, em uma placa de
96 pocos contendo 100uL de meio de cultura por poco. Vinte e quatro horas apos o
plaqueamento, o meio de cultura foi removido e os pocos lavados com tampéo fosfato-salino
(PBS). Em seguida, adicionou-se 100 pL do extrato das frutas e posteriomente 100 pL de
diclorofluoresceina. A placa de 96 pocos foi carregada no espectrofotdmetro de fluorescéncia
(ThermoLabsystems, Franklin, MA), sendo a solu¢do em cada célula misturada por agitacdo a
1200 rpm durante 20 segundos. Apds esse processo, parte das células foram lavadas com tampao
fosfato-salino (PBS) com a finalidade de remover os extratos das frutas e avaliar a atividade
antioxidante incorporada as células, sendo que outra parte ndo foi lavada a fim de comparar os
resultados. Apds esse procedimento, a reacao foi entdo iniciada pela adicdo de 50 uL de ABAP.
A Figura 7, de Wolf & Liu (2007) mostra o principio da reacdo entre a diclorofluoresceina e
ABAP dentro da célula. O ABAP fora da célula se decompde em radical livre que estimula a
célula a produzir mais radical livre, ou, 0 ABAP entra na célula e 14 se decompbe formando

radical livre. O radical livre dentro da célula reage com a diclorofluoresceina formando um
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composto fluorescente. Se o material testado apresentar atividade antioxidante, ira neutralizar os
radicais livres impedindo que esses reajam com a diclorofluoresceina.

Cada conjunto de diluicbes e controle foram analisados por trés vezes em colunas
adjacentes. Sendo que, a reagéo foi realizada a 37° C, e a fluorescéncia monitorada a 485 nm de
excitacdo e de emissdo de 538 nm com o espectrofotdmetro de fluorescéncia e a fluorescéncia
medida a cada 5 minutos, durante 1 hora (SONG, et al., 2010; WOLFE, et al., 2008; WOLFE;
LIU, 2007). Utilizou-se tamp&o para as reagdes do controle.

Apo6s obtencdo dos valores de fluorescéncia, a area sobre a curva em funcdo do tempo foi
integrado, afim de calcular o valor de CAA para cada concentracdo, tanto de extrato de araga-una,
quanto para o de aracd morango. A seguir, formula utilizada para fazer essa integracdo entrea

areas sobre a curva.

CAA unit =100 — (| SA /[ CA) x 100

Onde | AS é a 4rea sob a fluorescéncia da amostra em funcéo da curva do tempo e | CA é a
area obtida a partir da curva do controle. A dose eficaz média (CE50) para cada extrato foi
determinada pela medida de log log(fa/fu) em funcao de log(dose), onde FA é a fraccdo afectada
(unidade de &cido citrico anidro), e fu é a frac¢do ndo afectada (1 unidade-CAA) pelo tratamento.
Os valores de EC50 foram apresentados como a média + desvio padrdo para 0s conjuntos de
dados obtidos em triplicata. Os valores de EC50 foram convertidos em valores de CAA, 0s quais
sdo expressos em micromoles de quercetina equivalentes por 100 g de extrato (peso seco),
utilizando o valor médio de CE50 para a quercetina, pelo menos, a partir de experiéncias

separadas.
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Figura 7- Reacdo entre diclorofluoresceina (DCFH-DA) e ABAP dentro da célula.
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Fonte: WOLFE;LIU (2007).
4.2.4 Avaliacdo da Atividade antiproliferativa

A avaliagdo da atividade antioxidante celular foi realizada utilizando células de carcinoma

humano.

4.2.4.1 Linhagem Celular e CondicGes de Cultivo
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As linhagens celulares utilizadas foram: A549 (células derivadas de carcinoma pulmonar
humano), HepG2 (células derivadas de carcinoma hepéatico humano) e MCF 7 (células derivadas
de carcinoma mamério humano). As células foram cultivadas em Meio Minimo de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma, MO) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB, Cultilab, SP, Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera
controlada (95% de ar e 5% de CO,). O meio de cultura foi trocado a cada 2 ou 3 dias e as células
subcultivadas regularmente. As subculturas foram obtidas por tripsinizacdo com uma solucéo de
tripsina a 0,05% e EDTA a 0,02%. Estoques de cada uma das linhagens foram congelados na

presenca de 10% de criopropetor (Dimetilsulfoxido - DMSO).

4.2.4.2 Esquema de Tratamento

Os extratos das frutas araca-una e araca morango foram solubilizados em &gua destilada e
conservados sobre refrigeracdo (4°C). A solucdo-estoque (5 mg/mL) foi diluida em meio de
cultura na ocasido do tratamento. As células foram semeadas e, apds aderéncia (24 horas), foram

tratadas com diferentes concentracdes dos extratos (1 -50 pug/mL) por 72 horas.

4.2.4.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi estudada utilizando o teste colorimétrico do sal tetrazélio (MTS) e

exclusdo com azul de tripano.

4.2.4.3.1 Ensaio Colorimétrico — Sal Tetrazolio (MTS)
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As células foram semeadas em Placas de 96 pocos (inoculo inicial de 5x10* células/poco
para linhagem A549 e 1x10* células/poco para as linhagens HepG2 e MCF7). Ao término do
tratamento (72h), a viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o Kit “Cell Titer 96TM” da
Promega. Esse ensaio é baseado na conversdo enzimatica (desidrogenases) do sal tetrazolio em
formazano (FIGURA 8), o qual absorve luz a 490nm. As analises foram realizadas em leitor de
ELISA (Zenyth), sendo a taxa de absorbancia diretamente proporcional ao nimero de células
vivas. Os valores de absorbancia das amostras tratadas foram comparados aos valores das
amostras ndo tratadas. Os experimentos foram realizados em triplicatas e os dados apresentados
correspondem a média + desvio padréo (DP).

Figura 8- Estrutura quimica do MTS e Formazan.
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Fonte: PROMEGA, 2012.

4.2.4.3.2 Viabilidade Celular por Exclusédo com Azul de Tripano

As células MCF7 foram semeadas em placa de 35 mm com densidade de 7x10*
células/placa. Apos a adesdo (24 horas), as células foram tratadas com os extratos de araca-una e
araca morango na concentracdo de 50 pg/ml durante 72h. Ao término do tratamento, as células
foram separadas por digestdo enzimatica (tripsina/EDTA) e contadas em camara de Neubauer na
presenca do corante azul de tripano (0,4%). Os experimentos foram realizados em triplicatas e os

resultados apresentados correspondem a média £ DP.
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4.2.5 Cromatografia

Analise cromatogréfica foi realizada com o intuito de identificar os compostos fendlicos

presentes nos extratos das frutas.

4.2.5.1 Cromatografia Liquida (CLAE)

A cromatografia foi realizada utilizando como padrdo quercetina, kampferol, catequina,
apigenina e rutina. A analise foi realizada em cromatografo Shimadzu UFLC 20 A, coluna Shim-
Pack (Shimadzu) CLC-ODS - 4257830 (150 x 4,6mm; 5 um de tamanho de particula). A fase
movel foi constituida de uma mistura de solugdo de acido acético 0,25 % v/v (eluente A) e
Acetonitrila (eluente B). O volume de injecdo foi de 20 pL, e fluxo de 0,7 ml/min. Durante o0s 2
minutos iniciais a analise foi realizada com 10% de B, em seguida a concentracéo de B aumentou
linearmente até 20% em 6 min, até 30% em 10 min, até 35% em 15 min, e em seguida até 60%
em 20 min. A leitura foi realizada em absorbéancia de 333nm.8nm. Depois a concentracdo de B

foi retomada a inicial para preparar a coluna para a proxima analise.

4.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear

Os extratos foram solubilizados em DSMO-D6 e os espectros de RMN de 1H e 13C foram
adquiridos em um espectrometro Bruker AC-300, operando a 300 MHz para 1H e 75 MHz 13C.

4.3 ANALISE ESTATISTICA
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As andlises estatisticas foram realizadas utilizando SigmaPlot Versdo 2000 (Aspire
Software International, Ashburn, VA), o SPSS para Windows versdo 15.0 (NORUSSIS, 2006) e
GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e as diferencas entre as médias foram localizadas por meio do
teste de comparacdo multipla de Tukey. A significancia foi determinada em p <0,05. Todos 0s

dados foram registados como a média + DP de trés repeticdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de compostos fendlicos encontrado no extrato de aracd morango foi maior, quando
comparado com o de araga-una, sendo esses valores expressos em miligramas de equivalentes de
acido galico (GAE) por 100 g de peso seco da parte comestivel das frutas (TABELA 6). Com
vistas a facilitar a comparacdo dos contetdos de compostos fendlicos das frutas as unidades dos
estudos foram convertidas e padronizadas em mg de GAE/100g de peso seco.

Tabela 6- Total de fendlicos e flavonoides encontrados no extrato de aragd morango e araga-una.

Total de fendlicos® Flavonoides
Fruta mgGAE"/100g mgcatequina®/100g
amostra amostra
Araca Morango (Psidium cattleianum var. 463.75 + 23.68° 107.55 * 29.35°
lucidum)
Aracé-Una (Psidium eugeniaefolia) 252.08 + 11.46" 66.51 + 4.29

Nota:* Média + desvio padrdo de trés determinacdes
b \alores expressos em equivalentes de 4cido galico por 100g de amostra, peso seco
¢ Valores expressos em mg de catequina por 100g de amostra, peso seco

Fonte: Da autora

Com base no conteudo fenolico, de acordo com Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) e
Rufino et al. (2010), as frutas podem ser classificadas em trés categorias, sendo essas: baixo
(<100 mg GAE/100 g), médio (100-500 mg GAE/100 g) e alto (> 500 mg GAE/100 g). Dessa
forma, de acordo com os valores obtidos podemos dizer que os extratos de araca-una e araca
morango possuem médio contetido de fendlicos.

Seema Patel (2012) também estudou o aragd morango e encontrou um total fendlico de

501,33 mg/100 g, sendo classificado como possuindo alto contetido de fendlicos totais, de acordo
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com o proposto por Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) e Rufino et al. (2010). Esses valores
diferem dos encontrados no presente estudo, onde o mesmo é classificado como de médio
conteido. Contudo, nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados por Feeter et al. (2011),
que encontraram média quantidade de compostos fendlicos durante as analises do araca morango.

Ao comparar os resultados obtidos com os mostrados por Medina et al. (2011), que
quantificaram os compostos fendlicos do aracd morango encontrando valores entre 402,68 e
632,56 mg/100g de amostra, também podemos observar a semelhanca entre os valores. Porém, o
estudo foi realizado com polpa fresca, o que difere dos nossos, onde se utilizou extrato seco,
sendo que 0 mesmo ocorre nos estudos desenvolvidos por Bielgemeyer et al. (2011), Luximon-
Ramma; Bahorun; Crozier (2003) e por McCook-Russel et al. (2012).

Seguindo a classificacdo de Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) e Rufino et al. (2010),
quando comparados com frutos da mesma familia araca-una e araga morango apresentam maior
quantidade de compostos fendlicos que a feijoa (59 mgGAE/100g) e a pitanga (30 mgGAE/100g),
a mesma quantidade que o araca boi (184,08 mgGAE/100g), o jambo cera (357,0 mgGAE/100g),
a maca agua (180,0 mgGAE/100g) e a cereja (339 mgGAE/100g) (NERI NUMA et al., 2013;
AQIL et al.,, 2012; LIN; YIN, 2012; AKTER et al., 2011; ANDRADE et al., 2011; WESTON,
2010; BAGETTI, 2009; REYNERTSON et al., 2008; WU et al., 2004).

Em relacdo a frutas pertencentes a outras familias conhecidas os extratos de araca-una e
aracd morango apresentaram mais compostos fendlicos que a melancia (59 mgGAE/100g) e a
mesma quantidade que a macd fuji (211 mgGAE/100g), o damasco (133 mgGAE/100g), o
abacate (187 mgGAE/100g), a banana (231 mgGAE/100g), a pera vermelha (218 mgGAE/100g),
a tangerina (192 mgGAE/100g), o meldo (127 mgGAE/100g), a uva verde (145 mgGAE/100g), a
manga (266 mgGAE/100g), o péssego (163 mgGAE/100g), a pera verde (220 mgGAE/100g) e o
abacaxi (174 mgGAE/100g) (REYNERTSON et al., 2008; CIESLIK; GREDA; ADAMUS, 2006;
KAHKONEN et al., 1999; SHAN et al., 2005; WU et al., 2004; KAHKONEN; HOPIC;
HEINONEN, 2001).

Ao analisar as quantidades de compostos fenélicos sem levar em conta a classificacdo
observa-se que 0s extratos de araca-una e aracd morango possuem mais compostos fendlicos que
frutas consumidas popularmente no Brasil, com atividades bioldgicas conhecidas e com alto valor
nutritivo, tais como, macé fuji, damasco, abacate, banana, pera vermelha e verde, tangerina,

meldo, uva verde, manga, péssego, abacaxi e melancia (WU et al., 2004). Isso mostra que 0sS
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extratos dos aracas estudados, assim como outras frutas citadas, possuem compostos fendlicos e
que sua ingestdo contribui para que a populagdo consuma a quantidade diaria necessaria desses
compostos, sendo assim, observa-se a necessidade de estimular a populacdo a conhecer melhor e
consumir essas frutas ou produtos culinérios obtidos a partir delas.

Esses estimulos comecam a partir de pesquisas para avaliacdo desses compostos fendlicos,
semelhante ao presente estudo, além da divulgacdo dos resultados para a populacdo, para que
estes conhecam diferentes fontes desses compostos e passem a utiliza-las no dia a dia. Mostrando
também que uma alimentacdo rica em compostos bioativos, dos quais fazem parte 0s compostos
fendlicos, tem se tornado essencial para a manutencdo de um organismo saudavel. Como relata
uma pesquisa que demonstrou que a ingestao de diversos compostos a0 mesmo tempo pode gerar
efeitos protetores mais ressaltados do que sua ingestdo individual devido a uma combinacgdo de
efeitos aditivos ou sinérgicos (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2007; ADOM,; LIU, 2005).

Dentro do grupo de compostos fenolicos encontramos os flavonoides, os quais representam
0 maior grupo de polifendis encontrados nos alimentos e apresentam as maiores informacoes
sobre absorcdo, metabolismo e utilizacdo, estando relacionados a efeitos bioldgicos diversos
(OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BAGETTI, 2009; WOLFE; WU; LIU, 2003).

Em relacdo ao total de flavonoides sollveis dos extratos, o de araca morango apresentou
maior concentracdo quando comparado com o de araca-una (TABELA 6).

Abe, Lajolo e Genovese (2012) estudaram o contetudo de flavonoides da goiaba branca e
goiaba vermelha, da mesma familia do araca-una e aracd morango, as quais apresentaram 0.024
+ 0.001 e 0.013 + 0.001 g de flavonoides/kg™ de fruta fresca, respectivamente. Enquanto que a
pitanga, fruta que também pertence a familia Myrtaceae apresentou um contetdo de flavonoides
de 18 + 0 mg de flavonoides/100 g * (LIMA; MELO; LIMA, 2002).

Haminiuk et al. (2011) estudaram a uvaia, araca, jabuticaba, grumixama e cambuci,
encontrando 58.72 + 2.67, 49.46 + 2.84, 31.60 + 4.00, 14.87 + 1.53, 30.16 + 2.08 mg de
flavonoides/100 g de fruta fresca, respectivamente.

Comparando nossos resultados com os apresentados por Wolf;Wu; Liu (2003), Meyers et
al. (2003) e Weber et al. (2001) observamos que o extrato de aracd morango possui mais
flavonoides que a framboesa, 0 morango e a magé, e o de aragd-una mais flavonoides que a macé,

frutas bastante consumidas pela populagéo.
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Esses flavonoides presentes nas frutas estudadas podem estar relacionados a um provavel
potencial bioldgico dessas frutas visto a relacdo entre os flavonoides e beneficios ao organismo.
Pois, sabe-se que a ingestdo de flavonoides, um dos grupos dos compostos fendlicos mais
importantes e diversificados, com grande distribui¢do no reino vegetal, amplamente encontrados
em frutas e vegetais, esté relacionada a uma extensa variedade de efeitos biologicos benéficos.
Além disso, sdo considerados 0s mais potentes antioxidantes entre os compostos fendlicos,
podendo, provavelmente transmitir essa atividade antioxidante para as frutas estudadas
(MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010; BAGETTI, 2009; WOLFE; WU;
LIU, 2003).

Os extratos de araca-una e aracd morango apresentaram atividade antioxidante celular
significativamente semelhante (TABELA 7). Comparando os resultados com os obtivos por
Malta; Liu; Pastore (2012) e por Adom; Liu (2005) observa-se que araga-una possui atividade
antioxidante maior que a murici, a guapeva e a magd e que araca morango possui atividade

antioxidante maior que a macd, fruta popularmente consumida.

Tabela 7- Atividade Antioxidante dos extratos de araga morango e araca-una.

ECso (Mg/mL) Hidro-PSC valores

Fruta Dose curva (média + DP) (umol of Vit C
R? equiv/100g)*
Araca Morango (Psidium 0.985 2.82 £0.02 482.26 + 28.36°

cattleianum var. lucidum)
Araca-Una (Psidium eugeniaefolia) 0.982 2.27 £0.02 599.11 + 3.81°

Fonte: Da autora
Nota: PSC é o valor ECs, expresso como micromole de equivalentes de acido ascérbico por 100 g ou 100 ml de
amostra.

*As gamas de concentragdo: 1,0-6,3 ug / mL.

Essa atividade também foi medida pelo teste CAA, através do qual se obteve os valores de

ECs, atividade antioxidante celular e citotoxicidade (TABELA 8). Para isso, seguiu-se dois
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protocolos, ambos descritos por Wolf & Liu (2007). Um onde ha lavagem das células com PBS
para a retirada do extrato de frutas antes da insercdo de ABAP e outro isento de lavagem das
celulas, com a finalidade de observar se houve diferencas entre as atividades apresentadas,
avaliando a interacdo entre antioxidante e célula.

As células lavadas com PBS antes da adicdo de ABAP apresentaram ECsy maior, tanto para
araca-una quanto para araga morango, quando comparadas aquelas que nao foram lavadas. Sendo
que, a atividade antioxidante celular do araca-una e aracd morango ndo apresentou diferenca
significativa, com a utilizacdo dos dois procedimentos, 0 quem mostra que, provevelemnte, o
composto promoveu uma atividade antioxidante celular e que o efeito antioxidante passou a ser
proveniente da célula e ndo apenas do composto presente no meio de cultura (TABELA 8).

Malta, Liu & Pastore (2012) também determinaram os valores de CAA, utilizando o
protocolo de lavagem com PBS, encontrando, nas frutas murici e guapeva os valores de 41,36 +
17,89 e 23,38 + 4,26 mmol de QE/100 g de frutas, respectivamente. Ao comparar Nnossos
resultados com os obtidos por Malta, Liu & Pastore (2012), podemos dizer que 0 araga-una e o

aracad morango apresentam maior atividade antioxidante celular que as frutas murici e guapeva.

Tabela 8- Atividade Antioxidante Celular dos extratos de aracd-una e araci morango expressos em ECs, e valores de
CAA (média + DP, n=3)

Frutas ECso umol/mL? CAA umol QE/100g
Nao lavado Lavado com Nao lavado Lavado com
com PBS PBS com PBS PBS
Quercetina 7.01 £0.55 7.21 £0.89 - -
Araca-una (Psidium 1.43 +0.40 2.60+0.52 12579 +18.13% 117.91 +14.14°

eugeniaefolia)
Araca-Morango (Psidium 1.91+0.36 111,57 +14.91* 98.72 +3.14°

cattleianum var. lucidum)

Fonte: Da autora
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Comparando os resultados do presente estudo com os estudos realizados por Wolfe; Liu
(2007) e Wolfe et al. (2008) observa-se que tanto no protocolo de lavagem com PBS quanto no
de ndo lavagem o extrato de aragd-una e 0 de araga morango apresentam atividade antioxidante
celular maior que o cranberry, a maca, a uva verde, a uva vermelha, a cereja, o kiwi, a laranja, o
limdo, a pera, o abacate, a banana, entre outras popularmente conhecidas.

Essa atividade antioxidante apresentada pelas frutas provavelmente é gerada pelos seus
compostos fendlicos, os quais, como mencionado anteriormente, englobam uma gama de
substancias, incluindo os flavonoides, que, por sua constituicdo quimica, possuem propriedades
antioxidantes, por sequestrarem radicais livres ou por quelarem metais, prevenindo dano celular e
consequentemente, melhorando o sistema imune, impedindo o envelhecimento, doencas
cardiovasculares, desenvolvimento de tumores e doengas degenerativas (BERNARDES et al.,
2011).

Desse modo, pode-se dizer que, provavelmente, o conteido de compostos fenolicos e 0s
flavonoides presentes sdo 0s responsaveis por conferir ao araga-una e aracad morango essa
atividade antioxidante, o que, provavelmente, poderia gerar outros efeitos, inclusive um efeito
antiproliferativo nessas frutas.

Os resultados obtidos pelo ensaio colorimétrico mostraram que 0 extrato aragd-una nédo
apresenta atividade antiproliferativa sobre as linhagens celulares estudas, pois ndo foi observado
reducdo na viabilidade celular em nenhuma das amostras tratadas (FIGURA 9). Efeito similar foi
observado em relacdo as culturas de HepG2 e A549 que foram tratadas com extrato de araca
morango, contudo foi observado reducdo de viabilidade de cerca de 10% nas culturas de MCF7
tratadas na concentracdo de 50ug/mL  (FIGURA 10). Além disso, ndo foram encontrados
resultados nas concentragcdes acima das apresentadas.

Os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com os descritos por Medina et al.
(2011) que observaram atividade antiproliferativa do aracd morango sobre linhagens celulares
derivadas de cancer de cdélon (Caco2) e de mama (MCF7) em concentracBes de 40 a 80ug de
fruta fresca/mL.

O extrato da folha da goiaba, fruta da mesma familia do araca, também apresenta atividade
antiproliferativa sobre células derivadas de carcinoma de figado (HepG2) e de estbmago (SNU-

16) quando utilizada entre as concentrag¢oes de 50 e 100 pg/ml (MOON et al., 2011).
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Neri-numa et al. (2013) estudaram a atividade antiproliferativa do aracd boi (250mg/L)
sobre diferentes linhagens celulares, as quais incluem U251 (glioma), UACC-62 (melanoma) e
MCF-7 (carcinoma de mama) e ndo observaram atividade antiproliferativa do araca-boi sobre

nenhuma das linhagens celulares testadas.
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Figura 9- Viabilidade celular relativa determinada a partir de ensaio colorimétrico em células tratadas com
extrato de araga-una (AU) por 72h.
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Figura 10- Viabilidade celular relativa determinada a partir de ensaio colorimétrico em células tratadas com
extrato de aragd morango (AM) por 72h.
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Fonte: Da autora

O fato de frutos da mesma familia apresentarem atividades bioldgicas distintas, ou seja,

alguns possuirem propriedade antiproliferativa e outros ndo, pode ocorrer pela variagdo de
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compostos bioativos presentes em cada fruto, a qual ocorre por diferencas de cultivo, composicéo
do solo, modificagGes climaticas ou por caracteristicas relacionadas a espécie (MARTINS-
RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Ampasavate, Okonogi e Anuchapreeda (2010) estudaram a atividade antiproliferativa e
citotoxica em extratos de algumas frutas brasileiras, inclusive goiaba, porém, ndo encontraram
resultados satisfatérios. Por outro lado, estudo realizado por Fathilah et al.(2010) mostrou que a
goiaba tem atividade citotoxica sobre células de carcinoma cervical (HeLa) e carcinoma
epidermdide nasofaringeo (KB), com ICsy de 29.0+0.4ug/ml para as células KB e de 51.0+0.6
pg/ml para células Hel a.

A pitanga roxa, outra fruta da familia Myrtaceae, apresentou atividade antiproliferativa,
estando relacionada com apoptose e parada do ciclo celular, quando utilizada no tratamento de
linhagem de carcinoma hepatico de camundongo (HSC) em uma concentracdo de 50 e 100ug/mL
por 72h (DENARDIN et al., 2013). Diminuicdo da proliferagédo celular também foi observada em
decorréncia do tratamento com extrato de jamboldo. Na linhagem MCF7 o 1Cs, foi de 27ug/mL
apos o tratamento de 72h, ao passo que na linhagem MDA_MB 231 o ICs, foi de 40ug/mL (LI et
al., 2009). Embora as duas linhagens sejam derivadas de carcinoma mamario, a primeira
apresenta caracteristicas genéticas distintas da segunda. Assim sendo, diferentes linhagens podem
nao apresentar a mesma resposta frente a um mesmo desafio, nesse caso, o tratamento com
extrato de jambol&o.

Como citado anteriormente, no presente estudo, observou-se uma diminuicdo da
viabilidade celular nas células de carcinoma mamario (MCF7) tratadas com extrato de araca
morango na concentracdo de 50 pg/ml.

Estudos sugerem que os fitoquimicos sdo capazes de interferir na progressdo das células
cancerigenas de diversas formas, interferindo na parada do ciclo celular, em vias de traducédo e
transcricdo de sinais, na ativacdo de apoptose, entre outros (TANG et al., 2012; NORATTO et al.,
2010; CARVALHO et al., 2010; SURH, 2003).

Pensando nisso, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de exclusdo com azul de
tripano com o intutito de observar se a atividade antiproliferativa estava relacionada a inducéo de
morte nas células cancerigenas. Esta abordagem permite determinar a populagdo de células
viaveis (ndo coradas) e ndo-viaveis (coradas em azul) presentes na amostra, pois 0 corante

penetra apenas nas células que perdem a integridade da membrana (células mortas). Em
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determinados ensaios, o teste de excluséo, apesar de demandar mais tempo em relagdo ao ensaio
colorimétrico, pode fornecer resultados mais acurados.

Os resultados mostraram que as culturas de MCF7 tratadas com 50ug/mL de extrato araca
morango apresentaram menor percentual de células vidveis em relacdo as culturas-controle. Além
disso, foi observado aumento na populacdo de células mortas (FIGURA 11), sugerindo que a
atividade antiproliferativa aparesentada pelo extrato de aracd morango sobre as células MCF7

pode estar relacionada com a indugéo de morte celular.

Figura 11- Células viaveis e ndo viaveis contadas com azul de tripano, tratadas com extrato de araga-una (AU) e
aracd morango (AM).
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Fonte: Da autora
*p<0,05

Os efeitos do extrato de aracd morango sobre a linhagem MCF7 pode ser devido a presenca
de compostos bioativos incluindo os que apresentam atividade antioxidante, pois, 0s compostos
fendlicos vém sendo estudados por apresentar inUmeras atividades biologicas além de sua
capacidade antioxidante primaria. Alguns desses compostos como &cido galico, acido caféico e
derivados, acido ferrulico, acido cindpico, curcumina, gingerol, tirosol, quercetina, miricetina,

genisteina, antocianina, proantocianina e coumarina sdo responsaveis por diversas atividades
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bioldgicas incluindo atividade antioxidante e inducdo de apoptose (RUSSO, 2007; FRESCO et al.
2006; LEE et al.,, 2005; GOMES et al., 2003; REN et al., 2003; BABICH; VISIOLI, 2003;
CIPAK et al., 2003; WANG; MAZZA, 2002; SURH, 1999; LIN et al., 1997).

Estudo desenvolvido por Ren et al. (2003) indica que alguns compostos, tais como
flavononas, daidzeina, genisteina, quercetina e luteina apresentam atividade em células de
carcinoma mamario (MCF7) as quais foram usadas no presente estudo. Assim sendo, é possivel
que 0 araca morango possa apresentar em sua composicao alguns desses compostos, além de
outros que ainda ndo tem atividade antiproliferativa conhecida.

A maioria dos polifendis possui tanto atividade antioxidante como antividade pré-oxidante,
sendo que este mecanismo pro-oxidante vem sendo diretamente relacionado a atividade
apoptotica dos polifendis. Estudos mostram que as células cancerigenas apresentam grande
quantidade de cobre, esse cobre endogeno € utilizado pelos fitoquimicos para produzir radical
livre que, em excesso, leva a célula tumoral a apoptose. As células normais, por outro lado, ndo
apresentam concentracdo elevada de cobre, por isso, ndo teriam sua morte desencadeada pela
presenca dos fitoquimicos, o que indica um possivel mecanismo de seletividade dos mesmos
(KHAN et al., 2011; ZENGH et al. 2006; HADI et al., 2000).

Compostos que inibem a proliferacdo e apresentam atividade pré-apoptotica sdo de grande
interesse em abordagens terapéuticas no combate ao cancer. Por esse motivo, hd um amplo
interesse cientifico em componentes naturais dos alimentos que apresentem tais propriedades.
Diversos estudos mostram que compostos presentes nos alimentos podem apresentar atividade
quimiopreventiva/quimioterapéutica devido a presenca de compostos bioativos (FRESCO et al.,
2006; CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011).

Porém, 0s extratos de araca-una e araca morango nao apresentaram nenhum dos compostos
bioativos pesquisados no método de cromatografia liquida (FIGURA 12), ou seja, 0s extratos das

frutas supostamente ndo possuem quercetina, kampferol, catequina, apigenina e rutina.
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Figura 12- Cromatogramas das frutas aracd-una e araga morango contendo os picos de quercetina (22.264),
kampferol (24.607), catequina (11.739), apigenina (24.204), rutina (15.277) e rutina degradada
(23.643), utilizados como padréo. Absorbancia de 333nm.8nm.
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Como intuito de identificar outros compostos presentes nas frutas realizou-se ainda

ressonancia nuclear magnética de *H e *3C dos extratos das frutas.

Os espectros de *H do extrato de aracé-una (Figura 13) e de araca morango (Figura 14)

exibiram sinais na regido de 6 3,0 — 5,4 que sdo compativeis com deslocamentos quimicos de

hidrogénios caracteristicos de acucares.

A anélise dos espectros de RMN de **C do extrato do aracé-una (Figura 15) e aracéa

morango (Figura 16) também exibiu sinais na regido de & 60,0- 100,0 sugerindo a presenca de

agl]cares nos extratos.

Figura 13- Expectro de RMN de ‘H de araga-una
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Figura 14- Expectro de RMN de 'H de araca morango
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Figura 15- Expectro de RMN de 'C de araga-una
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Figura 16- Expectro de RMN de 'C de araga morango
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Como observado ndo foi possivel identificar compostos fendlicos pela técnica de RMN.
Através desse ensaio pode-se dizer que 0s extratos estudados possuem agucares e a0 comparar 0S
valores dos RMNs obtidos com os encontrados na literatura carasteristicos de alguns agucares,
observa-se que provavelmente o0s extratos de aracd-una e aracd morango possuem frutose
(FIGURA 17 E TABELA 9), glicose (FIGURA 18 E TABELA 10), sacarose (FIGURA 19 E
TABELA 11), maltose (FIGURA 20 E TABELA 12), manitol (FIGURA 21 E TABELA 13) e
arabinose (FIGURA 22 E TABELA 14).



Figura 17- Estrutura quimica da frutose.
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Tabela 9- Comparacao entre 0s sinais caracteristicos de frutose e os observados nos extratos de araga-una e araca
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morango.
Referéncia
(MOCCELINI et al., Araga-una Araga morango
2009)
lH 13C lH 13C lH lSC
1 3,93-3,78 64,8 3,79-3,78 64,69 3,79-3,78 64,7
2 B 99,0 B 98,4 B 98,4
3 3,73 68,5 3,73 68,1 3,78 68,1
4 3,65 70,6 3,62 70,6 3,62 70,6
5 3,91 70,1 3,79 70,2 3,79 70,3
6 3,54-3,79 64,2 3,54-3,79 64,07 3,79 64,1

Fonte: Da autora.



Figura 18- Estrutura quimica da sacarose.
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Tabela 10- Comparacéo entre os sinais caracteristicos de sacarose e 0s observados nos extratos de araca-una e araca

morango.
Referéncia Araca-una Aracd morango
(OLIVEIRA et al., 2007)
lH 13C lH 13C lH lSC

1 5,16 (3,5) 91,7 5,15 92,1 5,14 92,1
2 3,18 71,6 3,10 71,9 3,09 70,9

3 3,46 72,8 3,46 72,7 3,42 72,7
4 3,12 69,8 3.10 69,57 3,09 69,6
5 3,62e4,74-4,8 72,8 3,62 72,7 3,62 72,72
6 3,4-3,56 60,5 3,4-3,54 60,8 3,4-3,53 60,9
1’ B 104,3 B 104,4 104,3
2’ 3,88 e 4,49 77,1 3,79 e 4,25 77,0 3,79 e 4,25 77,08
3 3,78 e 5,18 74,3 3,78 e 5,15 74,6 3,78 e 5,14 74,6
4’ 3,56 82,5 3,54 82,25 3,53 82,2
5 3,53-3,60 62,5 3,53-3,61 62,49 3,53-3,62 62,5
6’ 3,40 e 4,74-4,8 62,1 3,40e3,734-48 62,49 3,40e4,86e48 62,5

Fonte: Da autora.
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Figura 19- Estrutura quimica da glicose.
OH

Glicose

Fonte: Da autora

Tabela 11- Comparacdo entre os sinais caracteristicos da glicose e os observados nos extratos de araga-una e araca

morango.
Referéncia

(POMIN, 2012) Aracé-una Aracd morango

lH 13C 1H 13C lH lSC
1 5,32 91,4 5,15 92,17 5,14 92,1
2 3,63 71,8 3,62 71,9 3,62 72,0
3 3,83 72,4 3,79 72,33 3,79 72,0
4 3,92 71,2 3,79 71,9 3,79 70,9
5 3,50 69,8 3,50 69,57 3,50 69,6
6 3,82-3,91 60,3 3,79 60,8 3,79 60,9

Fonte: Da autora.



Figura 20- Estrutura quimica da manose.
OH

Manose

Fonte: Da autora
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Tabela 12- Comparacdo entre os sinais caracteristicos da manose e os observados nos extratos de araga-una e araca

morango.
Referéncia
(SMOUM; RUBINSTEIN; Aracé-una Aracd morango

SREBNIK, 2003)

lH 13C 1H 13C lH lSC
1 4,88 94,6 4.88 92,59 4,88 92,6
2 3,47 72,0 3,47 72,1 3,42 72,0
3 3,35 68,0 3,36 68,1 3,36 68,1
4 3,39 71,2 3,39 71,9 3,38 70,9
5 3,73 73,7 3,73 73,43 3,78 73,47
6 3,66 62,1 3,62 62,49 3,62 62,5

Fonte: Da autora.
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Figura 21- Estrutura quimica do manitol.
OH OH

H OH

0

Manitol

Fonte: Da autora

Tabela 13- Comparacdo entre os sinais caracteristicos do manitol e os observados nos extratos de araca-una e araca

morango.
Referéncia (LEE et al., Araca-una Aracd morango
2010)
lH 13C lH 13C lH lSC
1 3,38 e 3,61 72,2 3,38 e 3,61 72,19 3,38 e 3,62 72,3
2 3,45 70,7 3,46 70,65 3,42 70,67
3 3,54 64,6 3,54 64,69 3,53 64,7

Fonte: Da autora.

Figura 22- Estrutura quimica da arabinose.

OH

HO™ o

OH OH
Arabinose

Fonte: Da autora



79

Tabela 14- Comparagao entre 0s sinais caracteristicos da arabinose e 0s observados nos extratos de araga-una e araga

morango.
Referéncia
(KOJIMA; ZHU; Aracé-una Araca morango
OGIHARA, 1998)
1H 13C 1H 13C 1H 13C
1 5,03 104,8 5,14 104,5 5,13 104,55
2 4,58 75,2 4,25 75,17 4,25 75,2
3 4,0 75,2 4,2 75,17 4,2 75,2
4 4,3 69,7 4,25 69,57 4,2 69,6
5 3,67 66,3 3,62 64,69 3,62 64,7

Fonte: Da autora

Estudos indicam que um dos agucares possivelmente presente nos extratos, 0 manitol, € um
potente e ja conhecido sequestrador do redical hidroxila, desempenhando assim atividade
antioxidante o que poderia auxiliar na atividade antioxidante observada nos extratos, além de
outros compostos (BIANCHI; ANTUNES, 1999; HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994).

Comparando os resultados com outros estudos, Medina et al. (2011) também avaliaram a
composicdo de fitoquimicos do aracd morango encontrando baixa quantidade de quercetina e
miricetina. Sendo que, a quantificacdo desses compostos oscilou de acordo com a localidade do
fruto e com o tipo de solvente utilizado. Em uma das amostras de fruto, quando testado utilizando
agua como solvente ndo foi encontrado quercetina e miricetina, porém, quando se utilizou
acetona obteve-se pequena gquantidade desses compostos.

Alguns estudos tém demonstrado a influéncia do solvente de extracdo sobre a
extratibilidade de compostos fendlicos e o consequente efeito sobre a bioatividade do extrato
(MEDINA et al., 2011; RUSAK et al., 2008; ZHAO; HALL, 2008). E importante ainda lembrar
que as espécies podem ter sua constituicdo quimica variavel, quantitativa ou qualitativamente de
acordo com fatores ambientais como solo, temperatura, altitude e estacdes climaticas
(MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Além disso, estudos indicam que os fitoquimicos estdo presentes nos alimentos

principalmente como glicosideos ligados a varias porc¢Bes de aglcares ou de outros complexos,
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estando ligados a acidos organicos, aminas, lipidios, carboidratos e outros fendis. S&o, portanto,
comumente presentes na forma ligada e sdo tipicamente componentes de estruturas complexas,
tais como as ligninas e taninos ou ligados aos componentes estruturais da parede celular, tais
como celulose, lignina e proteinas através de ligagdes éster (ZHANG et al., 2010; LIU, 2007;
LIU, 2004). Por esse motivo, provavelmente, nos estudos desenvolvidos por MEDINA et al.
(2011), RUSAK et al. (2008), ZHAO; HALL (2008) encontrava-se quantidades diferentes
dependendo do solvente utilizado, pois, alguns solventes podem ser capazes de quebrar essa
ligacdo entre 0s compostos e outros n&o.

A quercetina, um conhecido composto fendlico, na maior parte dos alimentos ndo existe na
forma de aglicona, mas sim conjugada, estando ligada, por exemplo, a galactosideos,
rhamnosides e arabindsidos, quando presente na maca (BOYER; BROWN; LIU, 2005).

Kim e colaboradores (2010) observaram que ao tratar cha verde seco com celulase era
possivel identificar concentracbes nove vezes maiores de acido galico em compara¢do com o
extrato ndo tratado. Segundo o autor isso ocorre, pois, a celulase é capaz de hidrolizar a celulose
das ligagdes glicosidicas do composto, deixando-o livre, o que facilita sua identificacéo.

Embasados nesses estudos, o fato dos compostos fendlicos ndo terem sido encontrados
utilizando o teste de comatografia liquida e RMN ndo confirma que 0s extratos ndo possuem
esses compostos, pois, estes podem nao terem sido identificados por estarem ligados a outros
nutrientes. O teste de RMN, por exemplo, mostrou a presenca de agucares, nos quais pode haver
compostos fenolicos ligados, o que provavelmente estaria interferindo na identificacdo dos
mesmaos.

Além disso, outros estudos tais como os desenvolvidos por Medina et al. (2011) e Moon et
al. (2011) mostraram presenca de acido galico, epicatequina, acido ferrulico, flavona, genisteina,
polimetoxiflavona no araca morango.

Estudos realizados com jameldo, gabiroba, cambuci, camu camu, jambo, pitanga, jambolao,
aracd do campo, goiaba, feijoa e jabuticaba, frutas da mesma familia dos aracas, encontraram
outros compostos bioativos tais como terpenos, taninos, daidzeina, genisteina, flavona,
proantocianinas, acido galico, epicatequina, &cido ferrulico, delfinidina, antocianinas, &cido
elagico, cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina, &cido tartéarico, acido citrico,
acido cafeico, entre outros (CHOUDHARY et al., 2013; AQIL et al., 2012; LIN; YIN, 2012;
MCCOOK-RUSSELL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012;
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LEITE et al., 2011; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2011; INES et al., 2012; AKTER et al., 2011;
HUANG; YIN; CHIU, 2011; BIEGELMEYER et al., 2011; ANDRADE et al., 2011; INOUE et
al., 2008; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; CHEN; YEN, 2007; QIAN;
NIHORIMBERE, 2004; VUOTTO et al., 2000).

Esses estudos e o fato de testes de quantificacdo do total de compostos fendlicos e total de
flavonoides os terem identificado nos extratos de araca-una e de araca morango indica que 0s
extratos desses frutos possuem constituintes bioativos, porém, esses podem estar ligados a
acucares ou outros compostos, o que provavelmente interferiu na identificacéo.

Porém, essa ligacdo entre os compostos fendlicos e outros componentes presentes nos
alimentos ndo impossibilita a utilizagdo dos mesmos pelo organismo, nem diminui sua
capacidade de realizar atividades benéficas, pois, quando alimentos fonte de compostos fenolicos
sdo ingeridos uma pequena quantidade desses compostos € absorvida no intestino delgado (cerca
de 5%), onde ha reacdes de desconjugacdo, principalmente, deglicosilacdo, capazes de deixa-los
livres para serem absorvidos e utilizados pelo organismo. A maior parte dos compostos ingeridos
segue para o colon onde sofre acdo da microbiota coldnica que cliva as ligacGes glicosidicas,
permitindo que os compostos sejam absorvidos e utilizados pelo organismo (Figura 23). Esse fato
mostra a necessidade da manutencdo de uma microbiota intestinal saudavel para que os
compostos fendlicos ingeridos possam gerar seus efeitos benéficos ao organismo, atuando nas
fases | e 11 de detoxificacdo (CARDONA et al., 2013).
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Figura 23- Reacles que geram quebra das ligagdes glicosidicas dos polifendis no intestino humano e possibilitam a
absorc¢do e metabolizacdo dos compostos fendlicos ingeridos.
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Fonte: Adaptado de CARDONA et al., 2013

Portanto, os extratos de araca-una e araca morango possuem atividade antioxidante celular
e antiproliferativa que provavelmente sdo geradas por compostos fendlicos que ndo foram
identificados nos métodos desenvolvidos devido a utilizacdo de extrato aquoso, o qual simboliza
a ingestdo do suco das frutas pela populacdo. Porém esses compostos foram quantificados nos
métodos de identificacdo do total de fendlicos e flavonoides, o que mostra que 0 Suco possui
compostos bioativos, que ndo foram identificados possivelmente por estarem ligados a outros
componentes, contudo, essa ligagdo é quebrada no trato gastrointestinal humano possibilitando
que 0s mesmos sejam absorvidos pelo organismo e desenvolvam suas atividades bioldgicas

benéficas. Sendo assim, o suco de aragd-uma e aragd morango pode ser considerada uma boa
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estratégia para 0 aumento do aporte de compostos fendlicos no plano alimentar da populagéo,
assim como artificio para prevencdo de eventos oxidativos além de incremento no processo de
destoxificacdo do organismo. Esses resultados mostram a necessidade de aprofundar o
conhecimento sobre as atividades bioldgicas das frutas araga-una e aracd morango, pois, sabe-se
que a atividade antioxidante esta relacionada a melhora do sistema imune, impedindo o
envelhecimento, doencas cardiovasculares, desenvolvimento de tumores e doencas degenerativas.
Além disso, observa-se a importancia de desenvolver preparacoes e aplicacdes que possam trazer
beneficios a populagdo e fomentar os conhecimentos cientificos a respeito de métodos

alternativos para prevencéo e tratamento de doencas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos do araca-una e do aracd morango apresentam média
concentracdo de compostos fendlicos de acordo com a classificacdo de Vasco, Ruales & Kamal-
Eldin (2008) e Rufino et al. (2010), além de possuirem flavonoides e atividade antioxidante
celular mais potente que outras frutas popularmente consumidas e conhecidas por seus efeitos
benéficos a salde, tais como morango, cranberry, blueberry, maca, uva, cereja e limao.

Aracd morango possui ainda atividade antiproliferativa em linhagens de células de
carcinoma mamario (MCF-7), com possivel inducdo de morte dessas células, podendo ser de
grande valia para estudos futuros, a fim de investigar os compostos que estdo gerando essa
atividade e utiliza-los durante o processo de tratamento de tumores.

Nesse estudo ndo foram encontrados compostos fendlicos pelos métodos utilizados, mas

foram identificados agucares, aos quais pode haver compostos fendlicos ligados.
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