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RESUMO

O Brasil esta entre os paises detentores das maiores biodiversidades do planeta,
apresentando uma grande variedade de espécies de frutas nativas, selvagens e/ou
exoticas, dentre elas a grumixama e o cambuci, e que sdo excelentes fontes de
compostos bioativos que possuem diversas atividades biolégicas. Varios estudos
vém mostrando que as frutas nativas brasileiras, inclusive muitas das espécies
pertencentes a familia Myrtaceae, apresentam alta concentracdo de fitoquimicos,
exibindo atividades antioxidante e antiproliferativa. Dessa maneira teve-se como
objetivo investigar o conteudo total de fendlicos e o teor de flavonoides, identificar a
presenca de compostos bioativos e principais aglUcares e investigar a atividade
antioxidante celular e antiproliferativa dos extratos das frutas grumixama e cambuci.
Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, foi utilizado o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu e para a quantificacdo do teor flavonoides, foi utilizado um método
colorimétrico modificado. As identificacbes de compostos bioativos e principais
acucares foram feitas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Ressonancia
Magnética Nuclear, respectivamente. A atividade antioxidante celular foi
determinada de acordo com o Teste da Capacidade Sequestrante de Radicais
Peroxil (PSC) e Ensaio da Atividade Antioxidante Celular (CAA). A atividade
antiproliferativa contra linhagem de células cancerigenas HepG2, A549 e MCF7 foi
avaliada por meio de ensaio colorimétrico (MTS) e a viabilidade celular por meio da
exclusdo com o azul de tripano. O total de fendlicos e flavonoides para a grumixama
foi 938,21 + 11,05 mg GAE/100 g de amostra e 133,11 + 31,21 mg CE/100 g de
peso seco da amostra, respectivamente, e para o cambuci foi 367,84 + 10,79 mg
GAE/100 g de amostra e 79,73 = 15,27 mg CE/100 g de peso seco da amostra,
respectivamente. Através dos métodos do PSC e CAA, a grumixama apresentou
maior atividade antioxidante (434,50 £ 3,63 umol de Vitamina C equivalente/100 g de
amostra e 93,47 £ 15,25 pmol QE/100 g de amostra, respectivamente) quando
comparada ao cambuci (249,54 + 2,56 umol de Vitamina C equivalente/100 g de
amostra e 19,30 = 4,07 pmol QE/100 g de amostra, respectivamente). Os
cromatogramas da CLAE sugeriram a presenca dos flavonoides rutina e quercetina
no extrato de grumixama e os espectros de RMN sugeriram a presenca de frutose,

glicose, sacarose, manitol e manose em ambos os extratos. A viabilidade das



culturas HepG2 e A549 nao foi afetada pelo tratamento com os extratos. Entretanto,
foi observada reducgé&o da viabilidade celular nas culturas MCF7 na concentracdo de
50 ug/mL. O ensaio de viabilidade, determinado por exclusdo com azul de tripano,
mostrou que o extrato de grumixama na concentracdo de 50 pg/mL apresenta
atividade antiproliferativa sobre a linhagem MCF7 através da inducdo de morte
celular e que a atividade antiproliferativa do extrato de cambuci, na mesma
concentracdo, pode estar relacionada a inibicdo da proliferacdo celular. Portanto,
atribui-se grande importancia as frutas grumixama e cambuci, sugerindo-se que as
mesmas podem ajudar a prevenir a incidéncia de doencas causadas por estresse

oxidativo, sendo uma boa estratégia nutricional.

Palavras-chave: Grumixama. Cambuci. Atividade Antioxidante Celular. Atividade
Antiproliferativa.



ABSTRACT

Brazil is among the holders of the greatest biodiversity on the planet countries,
presenting a wide variety of native fruits, wild and/or exotic among them grumixama
and cambuci, and are excellent sources of bioactive compounds that have diverse
biological activities. Several studies have shown that Brazilian native fruits, including
many species belonging to the family Myrtaceae has shown high concentrations of
phytochemicals, exhibiting antioxidant and antiproliferative activities. Thus, care has
to investigate the total phenolic content and the content of flavonoids, identify the
presence of bioactive compounds and sugars and investigate the antioxidant and
antiproliferative activity of grumixama and cambuci. For quantification of the phenolic
compounds was utilized colorimetric Folin-Ciocalteu reagent and to quantify the
content of flavonoids a modified colorimetric method was used. The identification of
bioactive compounds and sugars was made by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR), respectively. The
antioxidant activity was determined according to the test of Peroxyl Radical
Scavenging Capacity (PSC) and Cellular Antioxidant Activity (CAA). The
antiproliferative activity against lineage of cancer cells HepG2, A549 and MCF7 was
assessed by colorimetric assay (MTS) and the cell viability by exclusion of trypan
blue. The total phenolics, and flavonoids for grumixama was 938.21 + 11.05 mg
GAE/100 g of sample and 133.11 + 31.21 mg EC/100 g of dry weight of the sample,
respectively, and for the cambuci was 367.84 £ 10.79 mg GAE/100 g of sample and
79.73 £ 15.27 mg EC/100 g of dry weight of the sample, respectively. By the methods
of PSC and CAA, the grumixama showed higher antioxidant activity (434.50 + 3.63
pmol of Vitamin C equivalent/100 g and 93.47 + 15.25 umol EQ/100 g of sample,
respectively) when compared to cambuci (249.54 + 2.56 pmol of Vitamin C
equivalent/100 g and 19.30 = 4.07 EQ/100 g of sample, respectively). The HPLC
chromatograms suggested the presence of flavonoids quercetin and rutin in the
extract of grumixama and the NMR spectra suggested the presence of fructose,
glucose, sucrose, mannitol and mannose in both extracts. The viability of HepG2 and
A549 cultures was not affected by treatment with the extracts. However, reduction of
cell viability was observed on MCF7 cultures at a concentration of 50 mg/mL. The

test of viability, determined by trypan blue exclusion, at a concentration of 50 mg/mL,



showed that the extract of grumixama has antiproliferative activity on MCF7 lineage
by inducing cell death and that the antiproliferative activity of the extract of cambuci,
at the same concentration, may be related to inhibition of cell proliferation. Therefore
attaches great importance to fruits grumixama and cambuci, suggesting that they can
help prevent the incidence of diseases caused by oxidative stress and is a good
nutritional strategy.

Keywords: Grumixama. Cambuci. Cellular Antioxidant Activity. Antiproliferative
activity.
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1 INTRODUCAO

Entende-se por biodiversidade ou diversidade biolégica a existéncia de
grandes variedades de espécies vegetais, animais e de microorganismos em um
determinado habitat, bem como a variedade dentro de espécies e de ecossistemas,
sendo importante para a sobrevivéncia de populacbes no mundo (PERES;
VERCILLO; DIAS, 2011; LEWINSOHN; PRADO, 2000).

O Brasil em sua longa extens&o abrange varias zonas climéticas, o que leva a
grandes variacdes ecoldgicas, com formacdo de biomas, sendo eles: Floresta
Amazobnica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, sendo a
Amazbnia o maior bioma, seguida pelo Cerrado e Mata Atlantica. Essa grande
variedade de biomas reflete a riqueza ecoldgica do pais, estando o Brasil entre os
paises detentores das maiores biodiversidades do planeta (BRASIL, 2013a; BRASIL,
2013g; MALTA et al., 2013).

Devido a sua grande biodiversidade o Brasil apresenta uma grande variedade
de espécies de frutas nativas, selvagens e/ou exéticas, ndo cultivadas
comercialmente e que sao excelentes fontes de fitoquimicos (NERI-NUMA et al.,
2013).

Os fitoquimicos séo definidos como compostos bioativos presentes em frutas,
vegetais, legumes, cereais e plantas e que possuem a capacidade de proteger o
corpo contra danos causados pela presenca de radicais livres, que levam ao
estresse oxidativo, além de apoptose e regulacdo da expressdo génica de células
proliferativas, metabolismo hormonal e efeitos antibacterianos e antivirais (NERI-
NUMA et al., 2013; FLORES et al., 2012; BARTOLOME et al., 2006; LIU, 2004; SUN
et al., 2002).

Portanto, estudos sugerem cada vez mais, que dietas ricas em frutas e
vegetais podem reduzir ou limitar o estresse oxidativo, além da reducédo do risco de
doencas crénicas como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e Alzheimer,
devido a manutencao do balanco entre oxidantes e antioxidantes e manutencdo dos
efeitos de oxidantes reativos (JIRATANAN; LIU, 2004; ADOM,; LIU, 2002; SUN et al.,
2002). Além disso, um fornecimento constante de fitoquimicos presentes nessas

dietas, com beneficios para saude, proporciona mecanismos de defesa, limitando o
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desenvolvimento de uma etapa critica para o inicio da carcinogénese (MEYERS et
al., 2003; CHU et al., 2002).

As acles da Atividade Antiproliferativa dos fitoquimicos incluem a inativacao
de eletrofilos reativos potencialmente carcinogénicos e a eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio que podem iniciar a produgéo de um tumor. Tais atividades s&o
possivelmente oriundas a combinacdo inerente e complexa interacdo entre o0s
fitoquimicos (MEYERS et al., 2003; LIU; SUN, 2003).

Devido as diversas atividades biologicas dos fitoquimicos eles tornam-se,
cada vez mais, alvos de pesquisas para identificacdo dos seus efeitos na saude
humana. Pensando nisso, varios estudos vém mostrando que as frutas nativas
brasileiras, inclusive muitas das espécies pertencentes a familia Myrtaceae vem
apresentando alta concentracdo de fitoquimicos, exibindo atividades antioxidante e
antiproliferativa (DENARDIN et al., 2013; NERI-NUMA et al., 2013; BIEGELMEYER
et al.,, 2011; MOON et al., 2011; FATHILAH et al., 2010; GENOVESE et al., 2008).

A familia Myrtaceae, compreende 142 géneros e mais de 5500 espécies. Esta
distribuida predominantemente no Hemisfério Sul e € constituida por plantas de
folhas simples, opostas, com margens inteira e de coloracdo sempre verde. Uma das
caracteristicas marcantes dessa familia € a presenca, em seus 0rgaos vegetativos e
reprodutivos, de estruturas secretoras de 6leos essenciais (DONATO; MORRETES,
2007). Dentre as espeécies da familia Myrtaceae, encontram-se a Eugenia
brasiliensis e a Campomanesia phaea (WILSON, 2011, citado por THORNHILL, et
al., 2011).

A Eugenia brasiliensis, popularmente conhecida como grumixama, grumixaba,
grumichameira, grumixameira ou cerejeira brasileira, € encontrada nas florestas
costeiras brasileiras, desde o sul da Bahia até Santa Catarina e € utilizada na
medicina popular como um adstringente, anti-inflamatorio, energizante, revitalizante,
diurético e para o tratamento do reumatismo, das desordens gastrointestinais e da
depressédo (FLORES, et al., 2012; MAGINA et al., 2012; UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO DE JANEIRO - UFRJ, 2012; COLLA et al., 2012; PIETROVSKI et al., 2008).
Os frutos possuem polpa espessa, de cor clara e adocicada, com maturacéo
ocorrendo de novembro a dezembro e utilizados tradicionalmente para a producao
de geleias, tortas e licores (UFRJ, 2012; FLORES et al., 2012).

A espécie Campomanesia phaea, conhecida popularmente como Cambuci,

da arvore Cambucizeiro € uma fruta de origem brasileira, nativa da Serra do Mar,
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entre os estados de Sao Paulo e Minas Gerais (SILVA, et al., 2012). Os frutos séao
carnosos, suculentos e comestiveis, com casca fina e coloragdo verde, apresenta
cheiro doce, mas € extremamente acido como o limdo (KAWASAKI; LANDRUM,
1997, citado por SILVA et al., 2012; VALLILO et al., 2005). E utilizado na medicina
popular para o tratamento da disenteria, problemas de estdmago, diarreia, cistites,
distarbios hepaticos, bem como para reducdo do colesterol no sangue (DICKEL et
al., 2007, citado por MADALOSSO et al., 2011). Além disso, o cambuci € bastante
utilizado no preparo de sucos, geleias e doces em calda, sendo considerado um
fruto exdtico com propriedades aromaticas que favorecem o seu uso como agente
flavorizante em alimentos e bebidas (SILVA et al., 2012; VALLILO et al., 2005).
Devido a grande diversidade de frutas nativas brasileiras e a presenca de
efeitos benéficos para a saude, em virtude da presenca dos fitoquimicos nas
mesmas, considera-se necessario a realizacdo de mais estudos com frutas, a fim de
identificar novos alimentos antioxidantes e antiproliferativos. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi avaliar as frutas brasileiras grumixama e cambuci quanto a sua
guantidade de fendis totais e flavonoides, bem como as suas atividades antioxidante
e antiproliferativa em culturas de células especificas para canceres hepatico,
pulmonar e mamario para possiveis aplicagées nos setores farmacéutico, cosmeético,

alimenticio e/ou formulacao de novos produtos processados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Segue abaixo revisao de literatura sobre os assuntos abordados ao longo do

presente estudo.

2.1 BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Entende-se por biodiversidade ou diversidade biolégica a existéncia de
grandes variedades de espécies vegetais, animais e de microorganismos em um
determinado habitat, bem como a variedade dentro de espécies e de ecossistemas,
sendo importante para a sobrevivéncia de populacdes no mundo (PERES;
VERCILLO; DIAS, 2011; LEWINSOHN; PRADO, 2000).

O Brasil em sua longa extensdo abrange varias zonas climaticas, como o
tropico umido do Norte, o semiarido do Nordeste e as areas temperadas do Sul, o
que leva a grandes variagBes ecolégicas, com formacao de biomas, sendo eles:
Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, como
ilustrado na Figura 1, sendo a Amazbnia o maior bioma, seguida pelo Cerrado e
Mata Atlantica. Essa grande variedade de biomas reflete a riqueza ecolégica do
pais, estando o Brasil entre os paises detentores das maiores biodiversidades do
planeta (BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013f; BRASIL, 2013g; MALTA et al., 2013).
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Figura 1 - Biomas Brasileiros.

Bl 2vezina
B cosminca
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MATA ATLANTICA

R pampa
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Fonte: BRASIL, 2013c.

A Caatinga ocupa 11% do territorio brasileiro e apresenta uma biodiversidade
rica, que ampara diversas atividades econdmicas. O Cerrado € conhecido como a
Savana mais rica do mundo, abrigando mais de 10 mil espécies vegetais, apresenta
elevado potencial aquifero e ocupa 22% do territério nacional. O Pantanal € uma
planicie aluvial, considerado uma das maiores extensdes Umidas continuas do
planeta, contendo quase 2 mil espécies de plantas e ocupando 1,76% da area total
do territério brasileiro. O Pampa ocupa 2,07% do territério nacional e é composto por
paisagens naturais variadas, abrangendo de serras a planicies e de morros
rupestres a coxilhas, abrigando cerca de 3 mil espécies de plantas, com diversidade
notavel de gramineas (BRASIL, 2013g).

A Floresta Amazoénica é a regidao de maior biodiversidade, estando entre as
maiores Regifes Naturais em area florestal do Brasil, contendo mais de 2500
espécies de arvores, 30 mil espécies de plantas e a maior bacia hidrografica do
mundo, abrigando cerca de 50% da biodiversidade do planeta (BRASIL, 2013a;
BRASIL, 2013e; BRASIL, 2013g). Ja a Mata Atlantica é a segunda maior floresta
tropical do Continente Americano, abrangendo a costa Brasileira, o leste do
Paraguai e o nordeste da Argentina (TABARELLI et al., 2005).
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A Mata Atlantica é considerada como um dos trés hotspots' mais importantes
para a conservacdo da natureza no planeta, sendo constituida por cinco formagdes
florestais, sendo elas: Ombrofila Densa, Ombrofila Mista, Estacional Semidecidual,
Estacional Decidual e Ombréfila Aberta, apresentando-se como uma das regides
mais ricas do mundo em biodiversidade (BRASIL, 2013h; ZECHINI et al., 2012). E
uma das florestas tropicais mais importantes, abrangendo florestas de pinheiros de
araucarias, mangues, restingas, pastagens de alta elevacdo e brejos, sendo
responsavel pela protecdo de bacias hidrograficas, ciclos hidrologicos, regulacao do
clima regional, controle da erosdo dos solos e redugcdo dos gases gerados pelo
efeito estufa (SILVA et al., 2009; TABARELLI et al., 2005; SILVA et al., 2005). Ainda
gue tenha sido largamente destruida pela alta exploracdo dos seus recursos, como
madeira, frutas e cacas ilegais, além da apropriacdo das terras para pastagem,
agricultura e silvicultura, ela ainda € detentora de mais de oito mil espécies de
plantas, anfibios, aves e mamiferos, ocupando 15 estados brasileiros das regifes
sul, sudeste, centro-oeste e nordeste (BRASIL, 2013c; TABARELLI et al., 2005).

Sao nas regifes da Floresta Amazbnica e Mata Atlantica onde se encontram
a maior concentracdo de frutas nativas/exoéticas, as quais possuem grande
quantidade de compostos bioativos, sendo utilizadas na medicina popular como
medicamentos tradicionais para o tratamento de algumas patologias (LEITE-
LEGATTI, et al., 2012; MALTA, et al., 2012).

2.2 FRUTAS NATIVAS BRASILEIRAS E COMPOSTOS BIOATIVOS

Devido a sua grande biodiversidade o Brasil apresenta uma grande variedade
de espécies de frutas nativas, selvagens elou exoéticas, nao cultivadas
comercialmente e que sdo excelentes fontes de fitoquimicos (NERI-NUMA et al.,
2013).

Os fitoquimicos séo definidos como compostos bioativos presentes em frutas,
vegetais, legumes, cereais e plantas e que possuem a capacidade de proteger o

corpo contra danos causados pela presenca de radicais livres, que levam ao

! Hotspots: toda area prioritaria para conservacdo, com alta biodiversidade e ameacada de extingéo
no mais alto grau (BRASIL, 2013b).
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estresse oxidativo, além de apoptose e regulacdo da expressao génica de células
proliferativas, metabolismo hormonal e efeitos antibacterianos e antivirais (NERI-
NUMA et al., 2013; FLORES et al., 2012; BARTOLOME et al., 2006; LIU, 2004; SUN
et al., 2002).

De acordo com Liu (2004), os fitoquimicos podem ser classificados como
carotendides, fendlicos, alcaldides, compostos organosulfurados e compostos
contendo nitrogénio, recebendo maior importancia os fendlicos e carotendides
(FIGURA 2).



Figura 2 - Classificagao dos Fitoquimicos.
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Fonte: Adaptado de LIU, 2004.
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Nos ultimos anos foi intensificado o interesse em estudos desses compostos
devido aos possiveis beneficios para a salde humana, dando-se uma grande
importancia aos produtos naturais, por apresentarem capacidade de prevenir 0 risco
de algumas doencas cronicas ndo degenerativas, por possuirem em sua
composicdo tais compostos com diferentes atividades (NERI-NUMA et al., 2013;
FLORES et al., 2012; BARTOLOME et al., 2006).

Devido as diversas atividades biolégicas, o uso da fitoterapia para o
tratamento de muitas doencas é tradicdo desde a antiguidade, sendo bem
disseminado em todo o mundo, porém, nas Uultimas décadas, o0s estudos
fitoterapicos veem ganhando importancia e contribuindo com informacdes que
subsidiam o controle de qualidade dos farmacos de origem vegetal, garantindo certa
seguranca na comercializacdo e/ou cosumo in natura (MALTA et al.,, 2013;
DONATO; MORRETES, 2007).

Portanto, pesquisas indicam que uma dieta rica em frutas e vegetais
diminuem a incidéncia de doencas cardiacas, cancer e algumas doencas
neurodegenerativas, pois sao importantes fontes de compostos antioxidantes,
desempenhando um papel consideravel na prevencdo do estresse oxidativo e
doengas inflamatdrias. Os pigmentos dessas frutas s8o responsaveis por grande
parte do conteido de compostos bioativos, demostrando atividades antialérgica,
antiviral, antibacteriana, antifingica, antitumoral, anti-inflamatoria e anti-hemorragica
(REYNERTSON et al., 2008).

O Brasil possui um grande numero de frutas nativas exploradas pela
agroindustria devido aos seus potenciais de aplicacdo, alta quantidade em
fitoquimicos, vitamina C e consequentes capacidades funcionais, despertando o
interesse dos pesquisadores (MALTA et al., 2013; NERI-NUMA et al., 2013;
GOLCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010).

Varios estudos vém mostrando que as frutas nativas brasileiras, inclusive
muitas das espécies pertencentes a familia Myrtaceae vem apresentando alta
concentracdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antiproliferativa
(DENARDIN et al., 2013; NERI-NUMA et al., 2013; BIEGELMEYER et al., 2011,
MOON et al., 2011; FATHILAH et al., 2010; GENOVESE et al., 2008). O Quadro 1
mostra as espécies de frutas pertencentes a Familia Myrtaceae ja estudadas, bem
como a presenga de compostos bioativos, suas atividades biologicas e potenciais de

aplicacéo.



Quadro 1 - Espécies de frutas pertencentes a Familia Myrtaceae, presenca de compostos bioativos, atividades biolégicas e potenciais de aplicacao.

. COMPOSTOS ATIVIDADES POTENCIAIS DE R
FRUTAS / ESPECIES . . REFERENCIAS
BIOATIVOS BIOLOGICAS APLICACAO
) _ Acidos Galico,
Araca/Aragazeiro . o o
o _ _ Cumarico e Feldrico, Antioxidante, o

(Psidium guineensis/ . . o . Oliveira et al., 2012/

o o Epicatequina, antimicrobiana e Sucos

Psidium rufum/ Psidium

cattleianum)

Cagaiteira/Cagaita/
Murta-cagaiteira

(Eugenia dysenterica)

Cambuci

(Campomanesia phaea)

Miricetina e

Quercetina

Acido Galico,
Quercetina e

Kampferol

Acido Eléagico,
Quercetina e

Kampferol

antiproliferativa

Antioxidante, laxativa,
tratamento da diarreia e

disenteria

Antiglicemiante,
tratamento da disenteria,
problemas de estdmago,

diarreia, cistite e

disturbios hepaticos

Doces, picolés, vinho,
sorvete e consumo in

natura

Licores, sucos, geleias

e doces em calda

Medina et al., 2011

Siqueira et al., 2013/
Oliveira et al., 2012/
Vieira et al., 2012/
Goncalves; Lajolo;
Genovese, 2010

Silva et al., 2012/
Madalosso et al., 2011/
Goncalves; Lajolo;
Genovese, 2010

(continua)
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i COMPOSTOS ATIVIDADES POTENCIAIS DE .
FRUTAS / ESPECIES 3 - REFERENCIAS
BIOATIVOS BIOLOGICAS APLICACAO
Acido Elagico,

Cianidina, Catequina,
Camu Camu/

kampferol,
Camucamu/Camocamo _ )
o ) Naringenina
(Myrciaria dubia) _
Quercetina,

Quercitrina e Rutina

. _ ~ Terpenos, taninos,
Feijoa/Goiaba de Abacaxi _
. _ quinonas e
(Feijoa sellowiana) _
flavonoides

Antioxidante e anti-

inflamatéria

Antibacteriana,
antioxidante e anti-

inflamatéria

Sucos, sorvetes e

purés

Suco, vinho, iogurte,
doces, sorvete e
consumo in natura ou

cozida

Akter et al., 2011/
Reynertson et al., 2008/
Inoue et al., 2008

Weston, 2010/ Vuotto et
al., 2000

(continuacéo)
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FRUTAS / ESPECIES

COMPOSTOS
BIOATIVOS

POTENCIAIS DE
APLICACAO

ATIVIDADES
BIOLOGICAS

REFERENCIAS

Goiaba
(Psidium guajava)

Grumixama

(Eugenia brasiliensis)

Acidos Galico,
Elagico e Cafeico,
Quercetina,
Kampferol, B-
caroteno, Luteina e

Licopeno

Acido Eléagico,
Miricetina,
Quercetina,

Quercitrina, Rutina,
Cianidina e

Delfinidina

Hipoglicemiante,
antibacteriana,

antiespasmadica, _
Geleias, doces, sucos,

anti-hipertensiva, _
recheios de doces,

antioxidante, _
gelatinas e consumo

hepatoprotetora, _
. . in natura
tratamento da disenteria

e insuficiéncia gastrica

Anti-inflamatoria,
antiglicemiante, diurética,
tratamento de doencas  Geleias, tortas, licores
digestivas, da febre, do e consumo in natura
reumatismo e da

depresséao

Nantitanon;
Yotsawimonwat;
Okonogi, 2010/
Gutiérrez; Mitchell; Solis,
2008

Flores et al., 2012/
Colla et al., 2012/
Reynertson et al., 2008/
Cole; Haber; Setzer,
2007

(continuacéo)
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, COMPOSTOS ATIVIDADES POTENCIAIS DE .
FRUTAS / ESPECIES ) . REFERENCIAS
BIOATIVOS BIOLOGICAS APLICACAO
Guavira/Gabiroba/ B
. . o Breda; Sanjinez-
Guabiroba/Guariroba/ o Tratamento da diarreia, _ . _
Miricetina, Licores, sucos e Argandoiia; Correia,

Guabiroba-do-campo
(Campomanesia

adamantium)

Jabuticaba/
Jabuticabeira
(Myrciaria cauliflora)

Jambo

(Syzygium jambos)

Quercetina, Myricitrin

Acido Eléagico,
Cianidina,
Delfinidina,
Miricetina,
Quercetina,

Quercitrina e Rutina
Acido Eléagico,
Quercetina e

Quercitrina

doencas da bexiga,

inflamagé&o e reumatismo

Antioxidante, anti-
inflamatdria, tratamento
da hemoptise, asma,
diarreia e inflamacao

cronica das amigdalas

Tonico para o cérebro,
adstringente, digestiva e
tratamento de doencas

hepaticas

doces

Geleia, suco, licor e

consumo in natura

Geleia, doce, vinho e

licor

2012/
Ferreira et al., 2012

Oliveira et al., 2012/
Leite-Legatti et al., 2012/
Reynertson et al., 2008

Reynertson et al., 2008

(continuacéo)
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FRUTAS / ESPECIES

COMPOSTOS
BIOATIVOS

ATIVIDADES
BIOLOGICAS

POTENCIAIS DE
APLICACAO

REFERENCIAS

Jambolao
(Syzygium cumini/
Eugenia jambolana)

Myrtle Verdadeiro

(Myrtus communis)

Acidos Galico e
Elagico, Cianidina,

Delfinidina,

Quercetina e Rutina

Miricetina

Antidiabética,
hipolipemiante
hepatoprotetora e

nefroprotetora

Anti-inflamatoria,
antibacteriana,
antioxidante,
hipoglicemiante,
analgésica, tratamento
das doencas orais,
candidiase, feridas, e

desordens urinarias

Sucos, vinhos e

consumo in natura

Erva Medicinal

Devkar; Pandya; Shah,

2012/ Reynertson et al.,

2008/ Nuengchamnog;
Ingkaninan, 2008

Choudhary et al., 2013

(continuacéo)
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Quadro 1 - Espécies de frutas pertencentes a Familia Myrtaceae, presenga de compostos bioativos, atividades biolégicas e potenciais de aplicacao.

FRUTAS / ESPECIES

COMPOSTOS
BIOATIVOS

ATIVIDADES
BIOLOGICAS

POTENCIAIS DE
APLICACAO

REFERENCIAS

Pitanga/Pitangueira

(Eugenia uniflora)

Pitomba-do-cerrado

(Eugenia luschnathiana)

Uvaia

(Eugenia pyriformis)

Cianidina, Miricetina

e Quercetina

Acido Eléagico,
Quercetina,
Quercitrina e Rutina

Luteina, Zeaxantina,

-caroteno,

Criptoxantina

Antioxidante, anti-
hipertensiva, diurética,
anti-inflamatéria e
tratamento de desordens

digestivas

Antioxidante

Antioxidante

Doces e chas

Licor e consumo in

natura

Sucos, sorvete, geleia,
doces e consumo in

natura

Oliveira et al., 2012/
Correia et al., 2011/
Consolini; Baldini; Amat,
1999

Reynertson et al., 2008

Pereira et al., 2012

(concluséo)

1€
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Em virtude das vérias atividades bioldégicas que as frutas e os vegetais
exercem no corpo humano, devido a presenca de fitoquimicos em sua composicao,
estudos veem enfatizando a importancia do consumo de alimentos ricos em tais
compostos, dentre eles os compostos fendlicos. Pensando em tal proposito, tem-se
na Figura 3 um exemplo de cardapio com baixo conteido de compostos fendlicos e
na Figura 4 um exemplo de cardapio com alto conteudo de compostos fendlicos,
ressaltando-se que para uma dieta ser considerada alta em fendlicos, o valor total de
tais compostos na dieta deve ser maior que 2000 miligramas por dia (FALLER;
FIALHO, 2009).

FIGURA 3 - Exemplo de cardapio com baixo contetudo de fendlicos.

REFEICAO ALIMENTO QuleNNT(!)DL'IA‘CDOESDE
Leite Integral (150 mL)
Café (50 mL)
DESJEJUM Acucar (20 g)
Pao Francés (50 g)
Manteiga (20 g)
COLACAO Barra de Cereais
Arroz branco (3 colheres de servir — 150 g) | 135 mg
Feijao preto (50 g) 48 mg
Bife grelhado (1 unidade — 100 g)
ALMOCO
Alface (30 g) 39,3 mg
Tomate (30 Q) 24 mg
Gelatina de morango (80 g)
Pao integral (2 fatias) 95,76 mg
.ll‘_'zgg:E DA Requeijao (30 g)
Suco de manga (com 70 g de manga) 186,2 mg
Arroz branco (2 colheres de servir — 120 g) | 108 mg
Feijao preto (50 g) 48 mg
JANTAR Bife grelhado (1 unidade — 100 Q)
Cenoura (30 g) 46,8 mg
Laranja (1 unidade — 100 g) 337 mg
CEIA Biscoito cream-cracker (4 unidades — 209)
TOTAL 1068,06 mg

Fonte-contelido de fenélicos: WU et al., 2004.
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FIGURA 4 - Exemplo de cardapio com alto contetdo de fendlicos.

5 QUANTIDADE
REFEICAO ALIMENTO DE
FENOLICOS

Suco de 2 kiwis 422,56 mg
Banana (1 unidade) 231 mg

DESJEJUM | Farelo de aveia (15 g) 24,45 mg
Pao integral (1 fatia) 47,88 mg
Manteiga (10 g)

~ Maca Fuji (1 unidade) 291,18 mg

COLACAO
Semente de abdbora (1 porcédo — 15 @) 45,45 mg
Arroz branco (1 colher de servir — 50 Q) 45 mg
Feijao preto (1 colher de sopa — 25 Q) 24 mg
Bife grelhado (1 unidade — 100 g)

ALMOCO Brocolis (30 g) 101,1 mg
Cenoura (30 g) 46,8 mg
Alface (40 g) 52,4 mg
Laranja (1 unidade) 337 mg
Pao integral (2 fatias) 95,76 mg

LANCHE Queijo cottage (2 fatias médias)

DA TARDE | pera (1 unidade) 220 mg
Suco de 2 nectarinas 291,04 mg
Arroz branco (1 colher de servir — 50 g) 45 mg
Feijao preto (25 g) 24 mg
Bife grelhado (1 unidade — 100 g)

JANTAR Beterraba (30 g) 73,2 mg
Espinafre (40 g) 85,6 mg
Tomate (30 g) 24 mg
Ameixa (1 unidade) 315,48 mg
Biscoito de farinha de aveia com passas (1 unidade) | 197,78 mg

CEIA Geleia de mirtilo 100% natural (10 g) 53,1 mg
Cha de gengibre (com 10 g) 31,7 mg

TOTAL 3126,08 mg

Fonte-conteldo de fenélicos: WU et al., 2004.
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Os exemplos desses cardgpios mostram a simplicidade em se alcancar o
valor preconizado para o consumo de uma dieta alta em compostos fendlicos,
alcancando-se facilmente 2000 miligramas por dia através do aumento do consumo
de frutas e vegetais.

Os compostos fendlicos sdo moléculas heterogenias que apresentam um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e grupamentos de hidroxila e/ou metoxila.
Eles compreendem os flavonoideis, os acidos fendlicos, os estilbenos, as cumarinas
e uma ampla varieade de taninos. S&o importantes por apresentarem propriedades
antioxidantes para os alimentos e o corpo humano, através do sequestro de radicais
livres, prevenindo a ativagdo do oxigénio a produtos altamente reativos. Portanto,
sao indicados para a prevencao e/ou tratamento de algumas doencas crénicas nao
transmissiveis, como as doencas cardiovasculares e o cancer (BERNARDES et al.,
2011; HAMM et al., 2009; SOARES, 2002).

A vista disso, a capacidade antioxidante de algumas frutas nativas/exoticas foi
determinada, dentre elas frutas do cerrado, da mata atlantica e da floresta
amazobnica. A amora apresenta alta capacidade antioxidante, devido ao elevado
nivel de antocianinas monoméricas, compostos fendlicos e presenca de
antocianinas poliméricas, com predominancia da cianidina 3-glicosideo (FERREIRA,;
ROSSO; MERCADANTE, 2010). O araca apresenta um complexo de
sesquiterpenos, predominando o germacreno além de ser uma boa fonte de vitamina
C total, cerca de 400 mg/100g da polpa fresca (SACRAMENTO; BARRETO; FARIA;
2008; FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; ANDRADE; ARAGAO; FERREIRA, 1993).

Porém, ha ainda muitas espécies que ndo foram estudadas quanto a sua
capacidade antioxidante e funcional, despertando grande interesse dos
pesquisadores (MALTA et al.,, 2013; GOLCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010).
Pensando nisso, considera-se necessario a realizacdo de mais estudos com frutas

dessa familia, a fim de identificar novos alimentos antioxidantes e antiproliferativos.
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2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As pessoas estao constantemente expostas a fatores que geram a producao
de radicais livres, como por exemplo, irradiacdo, poluentes atmosféricos, habitos
alimentares inadequados e também subprodutos dos processos metabdlicos
(VAYALIL, 2012). Espécies reativas de oxigénio e radicais livres como 0 anion
superéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH), séo
constantemente formados no corpo humano pela acdo normal do metabolismo,
ressaltando que no estado normal do metabolismo, os niveis de oxidantes e
antioxidantes sdo mantidos em balanco, o que € importante para conservar as
condic@es fisiologicas do organismo. Porém, uma alta producédo de oxidantes pode
causar um estresse oxidativo induzido pelo aumento da quantidade de espécies
reativas de oxigénio (excesso de radicais livres), gerando danos no DNA, oxidagao
de proteinas e lipideos de membrana e outras biomoléculas, inativacdo de enzimas
e mutacdes de genes, podendo desencadear doencas degenerativas como o cancer
(CHEN; YEN, 2006; JIRATANAN; LIU, 2004; SUN et al., 2002; CHU et al., 2002; LIU
et al., 2002).

Estudos sugerem cada vez mais que o estresse oxidativo pode ser reduzido
ou limitado por uma dieta antioxidante, através do consumo de frutas e vegetais,
além da reducdo do risco de doencas crénicas como cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes e Alzheimer, devido a manutencdo do balanco entre
oxidantes e antioxidantes e manutencdo dos efeitos de oxidantes reativos
(JIRATANAN; LIU, 2004; ADOM,; LIU, 2002; SUN et al., 2002). A mistura complexa
dos fitoquimicos nos alimentos mostra-se mais eficiente em prover beneficios
protetores a salude quando comparada ao consumo individual de um antioxidante,
devido a combinacdo dos efeitos sinérgicos e aditivos desses compostos, pois
diferentes plantas tém diferentes composi¢cdes de fitoquimicos, com diferentes
estruturas e funcbes protetoras, ressaltando-se a forte atividade antioxidante e
antiproliferativa (LIU; SUN, 2003; ADOM; LIU, 2002).

Os antioxidantes sédo substancias que, ao estarem presentes em pequenas
concentragcdes, neutralizam os radicais livres e previnem os danos causados por
eles. Estas substancias podem reduzir os danos adversos, inativando os oxidantes

antes que estes reajam com os alvos biolégicos, impedindo assim as reagfes em
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cadeia ou a ativacdo do oxigénio a produtos altamente reativos (AZZI; DAVIES,
2004). Portanto eles agem “varrendo” os radicais livres ou inibindo a producéo de
espécies reativas de oxigénio, durante o metabolismo celular (MEYERS et al., 2003).

Além do sistema de protecdo enddgeno, o consumo de compostos bioativos
pela dieta € um fator protetor adicional para manter-se o equilibrio do estado redox
da célula, pois frutas e vegetais ricos em pigmentos como antocianinas, betalainas e
carotenoides sao fontes potentes de antioxidantes (JIRATANAN; LIU, 2004). Este
complexo sistema de protecao antioxidante, endégeno e exdgeno, interage entre si e
atua sinergicamente para neutralizar os radicais livres (KALIORA; DEDOUSSIS;
SCHMIDT; 2006).

Devido ao fato de possuirem potencial profilatico e terapéutico em muitas
doencas, os antioxidantes tém ganhado muita importancia nos ultimos anos
(SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007). A descoberta da relacdo entre os radicais
livres com o cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, envelhecimento, entre
outras, conduziu a uma mudanca médica sobre os cuidados com a saude. Com isso,
a literatura sobre antioxidantes expandiu-se tremendamente por causa da evidéncia

que estes podem contribuir trazendo beneficios nutricionais (WU et al., 2004).

2.4 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Céancer € um conjunto de mais de cem doencas, tendo como caracteristica
principal o crescimento desordenado de células, invadindo tecidos e 6rgéaos,
podendo espalhar-se por varias regides do corpo. As células cancerosas sdo muito
agressivas, incontrolaveis e dividem-se rapidamente formando tumores ou
neoplasias malignas, sendo que as caracteristicas que diferenciam os diversos tipos
de canceres sdo os tipos de células que acometem, a velocidade de multiplicacéo
das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes (INCA,
2013).

O cancer pode ser oriundo de causas variadas, que podem ser externas ou
internas ao organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas estao
associadas ao meio ambiente, incluindo irradiacdo, poluentes atmosféricos,

agrotoxicos e xenobiodticos, aos habitos alimentares inadequados e aos estilos de
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vida ndo saudaveis, e as causas internas compreendem predisposi¢cdo genética,
desequilibrio hormonal e deficiéncias do sistema imunologico (INCA, 2013;
PASCOAL, 2012).

A protecao contra os diferentes agentes externos e internos, que entram em
contato com as diferentes estruturas do organismo, é realizada através de
mecanismos de defesa naturais (proprios do organismo), geneticamente pré-
determinados e que varia de um individuo para o outro. Esses mecanismos de
defesa possibilitam a interrupcdo da producdo de células alteradas e sua
subsequente eliminacdo e abrangem a integridade do sistema imunoldgico e seus
orgdos linféides, a capacidade de reparo do DNA danificado por agentes
cancerigenos e a acdo de enzimas que transformam e eliminam as substancias
cancerigenas (INCA, 2013).

Além disso, dietas ricas em frutas e vegetais reduzem o risco de danos
oxidativos no DNA, impedindo assim o desenvolvimento de uma etapa critica para o
inicio da carcinogénese, sendo a prevencdo uma estratégia mais efetiva do que o
tratamento de doencas crbnicas degenerativas. Um fornecimento constante de
fitoquimicos com beneficios para saude proporciona mecanismos de defesa,
diminuindo o risco de tais doencas. Isso € mostrado por diversos estudos que
sugerem que o contetdo de fitoquimicos presentes nessas dietas contribuem com
um efeito protetor contras doencas crénicas degenerativas devido as suas atividades
antioxidante, antimutagénica e antiproliferativa. Sendo que, dentre tais fitoquimicos,
destacam-se o0s compostos fendlicos, como os flavonoides, o0os compostos
nitrogenados, tocoferdis, carotenoides e o acido ascorbico (MEYERS et al., 2003;
CHU et al., 2002).

As acdes da Atividade Antiproliferativa dos fitoquimicos incluem a inativacao
de eletrofilos reativos potencialmente carcinogénicos e a eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio que podem iniciar a producdo de um tumor. Tais atividades sao
possivelmente oriundas a combinagcdo inerente e complexa interacdo entre o0s
fitoquimicos (MEYERS et al., 2003; LIU; SUN, 2003).

Nos testes de citotoxicidade sdo investigadas moléculas com potencial de
destruir células neoplasicas em cultura, numa correlacdo entre a concentracédo e a
resposta e seletividade para alguma linhagem tumoral (modelos de selecao)
(SACOMAN, et al., 2008). Sao utilizadas vérias linhagens celulares tumorais com o

intuito de se obter uma visdo ampliada dos efeitos das drogas ou compostos
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bioativos. Estas linhagens devem ser de canceres originados de diferentes tecidos
com diferentes origens embrionarias e com caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas distintas. Esse tipo de ensaio € particularmente util na determinacéo dos
mecanismos de reacdo e dose-resposta de um composto (SACOMAN et al., 2008;
ROESLER et al., 2007).

Métodos de investigacdo da atividade citotdxica, antiproliferativa e
antioxidante celular foram desenvolvidos e padronizados pelo grupo de estudos do
Prof. Dr. Rui Hai Liu do Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade de
Cornell. Para este fim sdo utilizadas culturas de células especificas de linhagem
humana hepatocida (HepG2). Nestes ensaios sao levados em conta aspectos de
captacdo celular e distribuicdo de compostos (WOLFE; LIU, 2008; WOLFE; LIU,
2007; LIU et al., 2002)

2.5 GRUMIXAMA (Eugenia brasiliensis) E CAMBUCI (Campomanesia phaea)

Myrtaceae, é uma familia que compreende 142 géneros e mais de 5500
espécies. Esta distribuida predominantemente no Hemisfério Sul, com alta
diversidade ocorrendo na Australia, areas tropicais e temperadas da América do Sul
e Sudeste da Asia, enquanto que apenas trés géneros ocorrem na Africa e um na
regido mediterranea da Europa (WILSON, 2011, citado por THORNHILL, et al.,
2011). E constituida por plantas de folhas simples, opostas, com margens inteira e
de coloracdo sempre verde. Uma das caracteristicas marcantes dessa familia € a
presenca, em seus 0rgaos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de
Oleos essenciais (DONATO; MORRETES, 2007). Dentre as espécies da familia
Myrtaceae, encontram-se a Eugenia brasiliensis e a Campomanesia phaea.

O género Eugenia € um dos maiores géneros da familia Myrtaceae,
possuindo cerca de 350 espécies, ocorrendo desde o México até a Argentina. Varias
espécies cultivadas possuem frutos comestiveis usados na medicina popular, para o
tratamento de doencas digestivas, doencas inflamatorias, da febre, para baixar os
niveis de glicose no sangue e também como antimicrobianos, além de apresentarem
Oleos essenciais (FLORES et al., 2012; MAGINA et al., 2012; ZOGHBI, 2011; COLE;
HABER; SETZER, 2007). Suas folhas, frutos e madeira sdo adstringentes,
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aromaticos e diuréticos, tradicionalmente utilizados como tratamento alternativo para
o reumatismo (REVILLA, 2002 citado por FLORES, et al., 2012). A floracdo ocorre
em setembro/outubro, durando uma ou duas semanas, seguindo-se a formacao dos
frutos, comestiveis e agradaveis (DONATO; MORRETES, 2007). A Eugenia
brasiliensis, popularmente conhecida como grumixama, grumixaba, grumichameira,
grumixameira ou cerejeira brasileira, € encontrada nas florestas costeiras brasileiras,
desde o sul da Bahia até Santa Catarina e € utilizada na medicina popular como um
adstringente, anti-inflamatorio, energizante, revitalizante, diurético e para o
tratamento do reumatismo, das desordens gastrointestinais e da depressao
(FLORES et al.,, 2012; MAGINA et al., 2012; UFRJ, 2012; COLLA et al.,, 2012;
PIETROVSKI et al., 2008). A grumixameira possui de 5 a 10 metros de altura,
apresenta floracdo branca e folhas simples de 6 a 9 centimetros, com coloragéo
verde quando adultas (FIGURA 5). Os frutos sao arredondados medindo cerca de
2,5 cm, com coloracao variando entre amarelo, negro e vermelho, sendo o negro e o
vermelho cores caracteristicas de frutas ricas em antocianinas (FIGURA b5).
Possuem polpa espessa, de cor clara e adocicada, com maturacdo ocorrendo de
novembro a dezembro e utilizados tradicionalmente para a producdo de geleias,
tortas e licores (UFRJ, 2012; FLORES et al., 2012).
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Figura 5 — Arvore e frutos Eugenia brasiliensis.

A) Grumixameira em idade frutifera.
B) Grumixama vermelha.
C) Grumixamas negra e amarela.
Fontes: A) CASAPRO, 2013; B) COLECIONANDO FRUTAS, 2013; C) MONTOSO GARDENS, 2013.

J& os frutos do género Campomanesia sdo amplamente utilizados para fazer
licores, aguardente, sucos, sorvetes e doces (LORENZI, et al., 2006, citado por
MADALQOSSO, et al., 2011; VALLILO et al., 2005). As folhas sao tradicionalmente
utilizadas como medicamentos para a disenteria, problemas de estdmago, diarreia, e
cistites, bem como disturbios hepaticos. Eles também tém sido utilizados para
reduzir o colesterol no sangue (DICKEL et al., 2007, citado por MADALOSSO et al.,
2011).

A espécie Campomanesia phaea, conhecida popularmente como Cambuci,
da arvore Cambucizeiro é uma fruta de origem brasileira, nativa da Serra do Mar e
Mata Atlantica, entre os estados de S&o Paulo e Minas Gerais. E também
encontrada em outras regides do Brasil, mas em menor propor¢do (SILVA et al.,
2012). Seu nome é derivado do tupi-guarani que significa pote de barro, devido ao
formato do fruto, que se assemelha aos vasos de barro feitos pelos indios
(KAWASAKI; LANDRUM, 1997). O Cambucizeiro apresenta altura de 3 a 5 metros e
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tronco com didmetro de 20 a 30 centimetros, com aspecto de escamas, além de
floragdo branca e vistosa nos meses de agosto a novembro, e frutificagao
abundante, com frutos arredondados, durante os meses de janeiro e fevereiro
(VALLILO et al.,, 2005), estando ameacado de extincdo devido a exploracao
predatéria da sua madeira e também pelo desmatamento da Mata Atlantica
(FIGURA 6) (KAWASAKI; LANDRUM, 1997, citado por SILVA et al., 2012). A
espécie Campomanesia phaea foi inicialmente descrita como Abbevillea phaea por
Berg, em 1857. O fruto, conhecido desde os primérdios coloniais, foi usado durante
muitos anos exclusivamente como aromatizante para cachacas (MATHIAS;
ANDRADE, 2011, citado por SILVA et al., 2012). Os frutos medem, geralmente, de
5 a 6 cm de didametro na regido mediana, por 3 a 4,5 cm de espessura, sdo
carnosos, suculentos e comestiveis (VALLILO et al., 2005), com casca fina e
coloracéo verde, inclusive com a maturidade (tornando-se as vezes um pouco mais
amarelada ou alaranjada). Desse modo, o fruto amadurece quando fica mais macio
e cai dos galhos. Apresenta cheiro doce, mas é extremamente acido como o liméao
(FIGURA 6) (KAWASAKI; LANDRUM, 1997, citado por SILVA et al., 2012). Apesar
de rico sob os pontos de vista nutricional e sensorial, 0 consumo da fruta in natura é
limitado devido a forte acidez e ao baixo teor de carboidratos. Como as qualidades
de sabor e aroma ndo se perdem com 0 processamento, 0 cambuci € bastante
utilizado no preparo de sucos, geleias e doces em calda, sendo considerado um
fruto exdtico com propriedades aromaticas que favorecem o seu uso como agente
flavorizante em alimentos e bebidas (SILVA et al., 2012; VALLILO et al., 2005).



Figura 6 — Arvore e frutos Campomanesia phaea.

A) Cambucizeiro em idade frutifera.
B e C) Cambuci.

Fontes: A) REVISTA GLOBO RURAL, 2013; B e C) COLECIONANDO FRUTAS, 2013.

42




43

3 OBJETIVOS

Segue abaixo a especificacdo dos objetivos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os extratos da grumixama (Eugenia brasiliensis) e cambuci
(Campomanesia phaea) quanto a sua quantidade de fendlicos totais e flavonoides e
identificacdo de principais acucares, bem como as suas atividades antioxidante e
antiproliferativa em cultura de células especificas para cancer hepético, pulmonar e

mamario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a quantidade de fendis totais e flavonoides;

b) Avaliar a Atividade Antioxidante Celular contra linhagem de células humana
de cancer hepético (HepG2);

c) Estudar a capacidade Antiproliferativa contra linhagens de células humana
de cancer hepatico (HepG2), pulmonar (A549) e mamario (MCF7), bem
como a viabilidade celular por exclusédo, através da contagem de células
viaveis e células ndo viaveis;

d) Identificar a presenca de fitoquimicos, através de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE);

e) ldentificar os principais agucares, por meio da Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).
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4 MATERIAL E METODOS

O material e os métodos utilizados no presente estudo estdo descriminados a

sequir.

4.1 MATERIAL

Foram utilizados extratos de frutas e cultura de células de carcinoma humano.

4.1.1 Frutas

Na Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade de Campinas-SP,
foram avaliadas vérias frutas exoticas dos diferentes biomas, Cerrado, Floresta
Amazobnica e Mata Atlantica. Foram realizados estudos da capacidade antioxidante,
do perfil de fendlicos totais e antocianinas pelos seguintes métodos: capacidade de
sequestrar radicais livres (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) — DPPH, capacidade da
absorcdo de radicais oxigénio — ORAC, cromatografia liquida de alta eficiéncia —
CLAE e fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu.

Foram selecionadas para o presente estudo a grumixama vermelha e o
cambuci, ambos em fase madura, provenientes do Sitio do Belo em Paraibuna-SP.
As frutas foram identificadas de acordo com o sistema de classificagdo proposto pelo
The Angiosperm Phylogeny Group 1l (2003). As frutas n&do 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 Roesler
et al.,, 2006. As amostras foram concentradas em rotaevaporador a 40 °C,
liofilizadas, pulverizadas e armazenadas a -20 °C em recipiente de vidro opaco. O
rendimento do extrato foi de 25%, ou seja, para cada 100 g de fruta obteve-se 25 g
de extrato. Optou-se por estudar as frutas na forma de extrato agquoso levando em

consideracao a ingestao dos sucos de grumixama e cambuci pela populagéo.
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4.1.2 Células

Para ensaio de atividade antioxidante e antiproliferativa utilizou-se linhagem
de células de carcinoma hepatico, denominadas HepG2, carcinoma pulmonar,
denominadas A549 e carcinoma mamario, denominadas MCF7. As células foram
mantidas em meio de cultura completo, suplementado com 10% de Soro Fetal

Bovino, e em temperatura de 37°C e 5% de CO..

4.2 METODOS

Para o alcance dos objetivos foram utilizados os métodos descritos a seguir.

4.2.1 Determinagdo do Conteudo Total de Fendlicos

O conteudo total de fendlicos dos extratros de grumixama e cambuci foi
determinado usando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999), que foi modificado no laboratério da
Universidade de Cornell (YANG et al., 2004). Os extratos das frutas foram diluidos
1:10 com &gua destilada e foram obtidas leituras da curva padrdo no intervalo de
0.0-600.0 pg de acido galico/mL. Os extratos foram oxidados pelo reagente Folin-
Ciocalteu e a reacédo foi neutralizada com carbonato de sdédio. A absorbéancia foi
mensurada em 760 nm depois de 90 minutos, a temperatura ambiente, em um leitor
de placa Il Dynex MRX (Dynex Technologies Inc., Chanilly, VA). Os valores da
absorbancia foram entdo comparados com os de padrdo de acido galico, com
concentracbes conhecidas. Todos os valores foram expressos como a média
(miligramas de acido galico equivalente - GAE - por 100 g de peso seco da amostra)
+ Desvio Padrao (DP) para trés repeticdes (triplicata).

4.2.2 Determinacao do Teor de Flavonoides

O teor total de flavonoides dos extratos de grumixama e cambuci foi
determinado usando um método colorimétrico modificado (JIA et al., 1999; YANG et
al., 2004). Para tal, 0,25 mL dos extratos diluidos 1:10 foram misturados com 1,25

mL de agua destilada e subsequentemente com 0,075 mL de solucdo de nitrito de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609002088#bib30
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609002088#bib30
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609002088#bib33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609002088#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814609002088#bib33
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sédio a 5% e deixados reagir por 5 minutos. Entdo, 0,15 mL de cloreto de aluminio a
10% foram adicionados e deixados reagir por 6 minutos, salientando que, antes
foram adicionados 0,5 mL de hidroxido de sédio 1 M. Agua destilada foi adicionada
para levar ao volume final da mistura de 3 mL. A absorbancia da mistura foi
imediatamente mensurada em comprimento de onda de 510 nm contra um branco
preparado, usando um espectrofotometro Il DYNEX MRX. O teor de flavonoides foi
determinado através de uma curva padréo de catequina e expressos como a meédia
(miligramas de catequina equivalente - CE - por 100 g de peso seco da amostra) +

Desvio Padrao (DP) para trés repeti¢cdes (triplicata).
4.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi realizado cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) - High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) — dos extratos das frutas nativas
brasileiras grumixama e cambuci para identificacdo de flavonoides. Para tanto
utilizou-se cinco padrdes, a saber: catequina, rutina, quercetina, apigenina e
kampferol.

A analise foi realizada em cromatografo Shimadzu UFLC 20 A, coluna Shim-
Pack (Shimadzu) CLC-ODS - 4257830 (150 x 4,6 mm; 5 ym de tamanho de
particula). A fase movel foi constituida de uma mistura de solucédo de acido acético
0,25% v/v (eluente A) e Acetonitrila (eluente B). O volume de injegao foi de 20 L, e
fluxo de 0,7 mL/minuto. Durante os 2 minutos iniciais a andlise foi realizada com
10% do eluente B, em seguida a concentracao de B aumentou linearmente até 20%
em 6 minutos, até 30% em 10 minutos, até 35% em 15 minutos e em seguida até
60% em 20 minutos. Depois a concentracdo de B foi retomada a inicial para preparar
a coluna para a préxima analise. Os resultados foram obtidos através de leitura

realizada numa absorbancia de 333nm,8nm.
4.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os extratos das frutas grumixama e cambuci foram solubilizados em DMSO-
D6 e os espectros de RMN de H e **C foram adquiridos em um espectrometro
Bruker AC-300, operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para **C. Os deslocamentos

quimicos foram expressos em & (ppm).
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4.2.5 Teste da Capacidade Sequestrante de Radicais Peroxil (PSC)

O teste PSC foi realizado de acordo com o protocolo de Wolfe e Liu (2008), o
qual avalia a atividade antioxidante celular através da capacidade de eliminacao do
radical peroxil. Para tal, uma aliquota de 100 pL de células de carcinoma hepatico
humano (HepG2) foi incubada a uma densidade de 6 x 10* células/poco em
microplaca estéril. Apds 24 horas, o meio de cultura foi removido e os pocos lavados
com PBS. Em seguida, adicionou-se 100 pL de meio contendo o extrato de frutas
mais 25 UM de diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA). Depois adicionou-se
600 uM de 2,2-azobis (amidinopropano) diidoclorido as células. A leitura foi realizada
a 37 °C, com filtros de emissdo a 538 nm e excitacdo a 485 nm, sendo realizada a
cada cinco minutos, durante uma hora. Antes da utilizagdo na reacdo, 107 pL de
diacetato de diclorofluoresceina a 2,48 mM foi adicionado a 893 pL de KOH a 1,0
mM, durante 5 minutos, para ser hidrolisada, removendo, dessa forma, a porcéo
diacetato, a fim de formar dicloroflueresceina. A diclorofluoresceina obtida foi diluida
em 7 mL de tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). Amidinopropano (2,2-Azobis) foi
preparado fresco em tampdo e mantido a 4°C. Além disso, para realizacdo do
ensaio, 100 pL do extrato da grumixama e 100 pL do extrato do cambuci foram
diluidos em tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4) e depois transferidos para os poc¢os
contendo as células. Adicionou-se ainda, 100 pL de diclorofluoresceina por pogo. A
placa foi levada ao espectofotometro de fluorescéncia Fluoroskan Ascent (Thermo
Labsystems, Franklin, MA), e a solucdo em cada célula foi misturada por agitacao a
1200 rpm durante 20 segundos. A reacao foi iniciada pela adicdo de 50 pyL de
amidinopropano (2,2-azobis). Cada conjunto de diluicdes e controle foi analisada por
trés vezes em colunas adjacentes. A reacdao foi realizada a 37 °C, e a fluorescéncia
foi avaliada a 485 nm de excitacdo e 538 nm de emissdo, com o espectrofotdmetro
de fluorescéncia. O tampao foi utilizado para reacdes de controle. Os dados foram
adquiridos com software Ascent, versdo 2.6 (Thermo Labsystems). As areas sobre a
curva média de fluorescéncia em funcdo do tempo de reacao cinética (AUC) para o
controle e para as amostras (até 36 minutos) foram integradas e usadas como a

base para calcular a atividade antioxidante de acordo com a equagao:
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PSC unidade =1 - (SA/ CA)

Onde SA é AUC para a amostra ou diluicdo padrédo e CA é AUC para a reacgao
controle. Os compostos que inibirem a oxidacao da diclorofluoresceina produzem SA
menores e consequentemente, unidades PSC maiores. A concentracdo eficaz média
(ECso) foi definida como a dose necessaria para causar uma inibicao de 50% (PSC
unidade = 0,5) para cada extrato. Os resultados foram expressos como micromol de
equivalentes de vitamina C por grama de extrato da amostra = desvio padrao (DP)

para as analises em triplicata.

4.2.6 Atividade Antioxidante Celular (CAA)

Para determinagéo da atividade antioxidante celular utilizou-se ainda o ensaio
de CAA. Nesse teste as células de carcinoma hepético humano (HepG2) foram
plaqueadas a uma densidade de 6 x 10* células/poco, em uma placa de 96 pocos,
contendo 100 pL de meio de cultura por poco. Vinte e quatro horas apés o
plagueamento, o meio de cultura foi removido e o0os pocos lavados com PBS.
Imediatamente antes da utilizacdo na reacdo, 107 pL de diacetato
diclorofluoresceina a 2,48 mM foi hidrolisada para diclorofluoresceina com 893 L de
KOH a 1,0 mM durante 5 minutos num frasco, a fim de remover a porcéo diacetato e,
em seguida, foi diluido com 7 mL de tampédo fosfato 75 mM (pH 7,4).
Amidinopropano (ABAP) a 200 mM, preparado fresco, foi mantido a 4 °C. Para o
teste, 100 pL de extrato da grumixama e 100 pL de extrato do cambuci foram
diluidos em tampéao de fosfato 75 mM (pH 7,4) e, em seguida, transferidos para as
células de reacdo sobre uma placa de 96 pocos. Sendo que, apds esse processo
adicionou-se 100 uL de diclorofluoresceina. A placa de 96 pocos foi carregada no
espectrofotometro de fluorescéncia (ThermoLabsystems, Franklin, MA), sendo a
solucdo em cada célula misturada por agitagdo a 1200 rpm durante 20 segundos. A
reacao foi entdo iniciada pela adicao de 50 yL de ABAP.

Cada conjunto de diluicbes de uma repeticdo e controle foram analisados por
trés vezes em colunas adjacentes. Sendo que, a reacéo foi realizada a 37 °C, e a
fluorescéncia monitorada a 485 nm de excitacdo e 538 nm de emissdo com o

espectrofotometro de fluorescéncia e a fluorescéncia foi medida a cada 5 minutos,
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durante 1 hora (WOLFE; LIU, 2007; SONG et al.,, 2010;WOLFE et al., 2008).
Utilizou-se tampao para as reagdes do controle.

Apo6s obtencao dos valores de fluorescéncia, a area sobre a curva média de
fluorescéncia em funcédo do tempo foi integrada, a fim de calcular o valor de CAA
para cada concentragdo, tanto no extrato de grumixama, quanto para o de cambuci.
A seguir tém-se a férmula utilizada para fazer essa integracao entre areas sobre a

curva.

CAA unidade = 100 — (| SA /] CA) x 100

Onde [ SA é a area 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 (ECsp) para
cada extrato foi determinada pela medida de log(fa/fu) em funcdo de log(dose), onde
fa é a fracdo afetada (unidade de &cido citrico anidro), e fu é a fracdo néo afetada (1
unidade CAA) pelo tratamento. Os valores de ECs, foram apresentados como a
meédia + desvio padréo (DP) para os conjuntos de dados obtidos em triplicata. Os
valores de ECsp foram convertidos em valores de CAA, 0s quais Sao expressos em
micromoles de quercetina equivalentes (QE) por 100 g de extrato (peso seco da
amostra), utilizando o valor médio de ECs, para a quercetina, pelo menos, a partir de

experiéncias separadas.

4.2.7 Atividade Antiproliferativa

Foi investigada a atividade antiproliferativa dos extratos de grumixama e

cambuci.

4.2.7.1 Linhagens celulares, condi¢des de cultivo e preparo dos extratos

O ensaio para avaliagdo da atividade antiproliferativa foi realizado utilizando
linhagens celulares derivadas de canceres humanos (HepG2 — carcinoma hepatico,
A549 — carcinoma pulmonar e MCF7 — carcinoma mamario). 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

celulares foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera controlada (95% de ar e
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5% de CO,). O meio de cultura foi trocado a cada dois ou trés dias e as células
subcultivadas regularmente. As subculturas foram obtidas por tripsinizagdo 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 crioprotetor (Dimetilsulféxido - DMSO) e
mantidos em biofreezer (-80 °C).

Os extratos de frutas (grumixama e cambuci) foram solubilizados em agua
destilada (5mg/mL) e as solucfes-estoque foram mantidas sob refrigeracéo (4 °C).
Imediatamente antes do tratamento, as diluicbes foram feitas (1 - 50 pg/mL) em meio

de cultura a partir das solucdes estoque.
4.2.7.2 Ensaio Colorimétrico — MTS

As células foram semeadas em placas de 96 po¢cos com inoculo inicial de 5 x
102 ou 1 x 10 células/poco dependendo da linhagem celular. Apés a aderéncia das
células (24 horas), o meio de cultura foi retirado e as células foram tratadas com os
extratos da grumixama e do cambuci nas concentracdes de 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10
pug/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL por 72 horas. As células do grupo controle receberam
apenas meio de cultura sem o extrato de frutas.

Ao término do tratamento, a viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o Kit
“Cell Titer 96TM” da Promega. Esse ensaio € baseado na conversdo enzimatica
(desidrogenase) do sal tetrazolio em formazano, o qual absorve luz em 490nm.

As andlises 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 das amostras néo
tratadas. Os experimentos foram realizados em triplicatas e o0s resultados

apresentados representam a média + desvio padrao (DP).

4.2.7.3 Viabilidade Celular determinada por Exclusdo com Azul de Tripano

As células de carcinoma mamario humano (MCF7) foram semeadas em
placas de 35 mm com densidade de 7 x 10* células/placa. Ap6és a adesdo (24
horas), as células foram tratadas com os extratos das frutas grumixama e cambuci
na concentracdo de 50 pg/mL durante 72 horas. Ao término do tratamento as células

foram coletadas por digestédo enzimatica (tripsina/EDTA) e diluidas na concentracéo
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de 1:1, sendo 100 pL de suspensao de células para 100 pL do corante azul de
tripano (0,4%). A contagem foi realizada em Céamara de Neubauer, sendo
determinada a populacdo de células viaveis (ndo coradas) e inviaveis (células
coradas em azul). Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados

apresentados correspondem a média + Desvio Padréo (DP).

4.2.8 Andlise Estatistica

Andlises estatisticas foram conduzidas usando o SigmaPlot Versdo 2000
(Aspire Software International, Ashburn, VA), 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 Andlise de Variancia (ANOVA) e diferencas
entre as médias foram localizadas por meio do teste de comparacao one-way de
Tukey. A significancia foi determinada em p < 0,05. Todos os dados foram

registrados como a média = Desvio Padrao (DP) de trés repeticfes (triplicata).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo estédo descritos abaixo.

5.1 CONTEUDO TOTAL DE FENOLICOS

52

O método colorimétrico Folin-Ciocalteu, utilizado na determinacdo do

conteudo total de fendlicos, leva em consideracdo a coloracdo azul originada da

oxidacdo dos fenolatos pelo reagente Folin-Ciocalteu, reduzindo os acidos a um

complexo azul, gerando uma coloracdo proporcional a quantidade de compostos
fendlicos (AVELLA; GARCIA; CISNEROS, 2008; TOMEI; SILVA; SALVADOR, 2007).

Dessa maneira, determinou-se o contelddo total de fenélicos dos extratos de

grumixama e cambuci e os resultados sdo expressos como miligramas de acido

gélico equivalente por 100 gramas de peso seco da parte comestivel das frutas.

Dentre as duas frutas analisadas, a grumixama apresentou o maior contetdo

de fendlicos, com um valor de 938,21 + 11,05 mg GAE/100 g, seguida pelo cambuci,

com um valor de 367,84 £ 10,79 mg GAE/100 g (TABELA 1).

Tabela 1 - Conteudo Total de Fendlicos dos extratos de grumixama e cambuci.

Conteudo Total de Fendlicos mg
Frutas .
GAE"/100 g amostra
Grumixama (Eugenia brasiliensis) 938,21 + 11,052
Cambuci (Campomanesia phaea) 367,84 £10,79

a Média + desvio padrao de trés determinacdes

b Valores expressos em miligramas de acido galico equivalente por 100
gramas de amostra

Fonte: A autora.

De acordo com o conteudo total de fendlicos, as frutas podem

classificadas em trés categorias, a saber:

ser
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a) Baixo contetdo de fendlicos, quando os valores sdo menores que 100 mg
GAE/100 g;

b) Médio conteudo de fendlicos, quando os valores estiverem na faixa de 100-
500 mg GAE/100 g;

c) Alto contetdo de fendlicos, quando os valores sdo maiores que 500 mg
GAE/100 g, para amostras baseadas na fruta fresca (VASCO, RUALES,
KAMAL-ELDIN, 2008; RUFINO et al., 2010).

Sendo assim, conforme essa classificacdo, a grumixama € classificada como
uma fruta contendo alto conteddo de fendlicos e o cambuci como uma fruta
contendo médio conteudo de fendlicos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Biegelmeyer et al. (2011),
onde foram estudadas frutas do género Psidium, dentre elas a goiaba vermelha e a
goiaba amarela, com conteldo total de fendlicos de 501,33 + 0,02 mg/100 g de fruta
fresca e 292,03 + 0,03 mg/100 g de fruta fresca, respectivamente.

Outras frutas pertencentes a familia Myrtaceae, dentre elas jabuticaba,
jambolao e araca-vermelho, foram analisadas, encontrando-se, respectivamente, 0s
valores 170,60, 159,16 e 427,11 mg GAE/100 g para o contetdo total de fenélicos
(HAMM et al., 2009). Neri-Numa et al. (2013) estudaram o aracgé-boi, uma fruta
também pertencente a familia Myrtaceae, e encontraram um valor de 184,08 + 8,25
mg GAE/g.

Frutas como amora preta, mirtilo e morango apresentam uma grande
variedade no conteudo total de fendlicos, com valores de 100 a 820 mg GAE/100 g
(ZHENG et al., 2007; JACQUES et al., 2009; BIEGELMEYER et al., 2011).

Médio contetudo de fendlicos também foi encontrado no araca-boi com um
valor de 184,08 = 8,25mg GAE/100 g (NERI-NUMA et al., 2013) e em frutas
pertencentes ao género Eugenia, dentre elas, pitanga roxa (463 + 16 mg GAE/100 g
Yy, pitanga vermelha (210 + 3 mg AGE/100 g') e pitanga laranja (179 + 5 mg
GAE/100 g) (BAGETTI, 2009).

Sun et al. (2002) encontraram alto contetdo de fendlicos no cranberry (527,2
+ 21,5 mg GAE/100 g), e meédio conteudo de fendlicos na maca (296,3 £ 6,4 mg
GAE /100 g), na uva vermelha (201,0 + 2,9 mg AGE /100 g) e no morango (160,0
1,2 mg AGE /100 g).

Comparando-se o conteudo total de fendlicos dos extratos das frutas

grumixama e cambuci, com outras frutas da literatura, evidencia-se que as frutas do
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presente estudo, principalmente a grumixama, apresentam quantidade de fendlicos
superior a frutas comumente consumidas pela populacdo brasileira como, por
exemplo, goiaba, macd e morango. Sendo assim, atribui-se grande importancia as
frutas grumixama e cambuci, uma vez que a presenca de compostos fendlicos em
sua composicao atribuem propriedades benéficas a tais frutos, pois de acordo com
Reynerston et al. (2008), os polifendis das frutas possuem a capacidade de
sequestrar radicais livres, sendo importantes constituintes antioxidantes da dieta, e o
incentivo ao consumo de tais alimentos pode ajudar a prevenir a incidéncia de
doencas cardiovasculares e cancer (BERNARDES et al., 2011; HAMM et al., 2009;
SOARES, 2002).

5.2 TEOR DE FLAVONOIDES

O conteudo de flavonoides foi alto na grumixama, apresentando um valor de
133,11 + 31,21 mg CE/100 g de peso seco da amostra, seguido pelo cambuci, com
um valor de 79,73 £ 15,27 mg CE/100 g de peso seco da amostra (TABELA 2).

Tabela 2 - Teor de Flavonoides dos extratos de grumixama e cambuci.

Teor de Flavonoides
Frutas b
mg CE"/100 g amostra
Grumixama (Eugenia brasiliensis) 133,11 +£ 31,212
Cambuci (Campomanesia phaea) 79,73 £ 15,27

a Média + desvio padréo de trés determinagfes

b Valores expressos em miligramas de catequina equivalente por 100
gramas de peso seco da amostra

Fonte: A autora.

Valor menor foi encontrado no jamboldo (6,6 + 0,2 mg/100g), fruta
pertencente ao género Eugenia (DEVKAR; PANDYA; SHAH, 2012).
Outras frutas foram estudadas, quanto ao conteudo total de flavonoides, por

Goncalves, Lajolo e Genovese (2010), que encontraram os valores 79,0 £ 5 mg de
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CE/100 g de fruta, 22,0 = 2 mg de CE/100 g de fruta e 15,9 + 0,3 mg de CE/100 g de
fruta para o tucumé&, carambola e graviola, respectivamente.

Outros estudos também determinaram o conteudo total de flavonoides em
algumas frutas pertencentes a familia Myrtaceae, a saber: goiaba vermelha (0,0335
+ 0,002 g/kg™), goiaba branca (0,0165 + 0,0012 g/kg™), jabuticaba (0,33 + 0,02 g/kg"
Yy, camu-camu (0,31 + 0,01 g/kg™), pitanga (0,17 + 0,01 g/kg™), além do cambuci
(0,0035 + 0,0002 g/kg?) e da grumixama (1,91 + 0,06 g/kg™) (ABE; LAJOLO;
GENOVESE, 2012).

A presenga de flavonoides nos extratos de grumixama e cambuci podem
produzir propriedades benéficas aos frutos, devido a capacidade de sequestrar
radicais livres advinda desses compostos, atuando como antioxidantes que doam
atomos de hidrogénio, inibindo a reacdo em cadeia provocada pelos radicais livres,
inativando-os (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Dessa maneira os flavonoides
contribuem de maneira importante com o potencial antioxidante de dietas ricas em
frutas que contenham tais compostos (BERNARDES et al., 2011).

O teor de flavonoides dos extratos das frutas grumixama e cambuci foi
expresso em miligramas de catequina por 100 gramas de peso seco da amostra.
Deve-se atentar para as unidades de medida utilizadas em cada estudo, antes de
realizar algumas comparagfes. Outro fator importante a se levar em consideragao
sdo as partes utilizadas das frutas para a extracdo da amostra, pois podem ser
utilizadas a polpa ou a casca, e também a fruta fresca ou seca. Ressaltando que o
mesmo € valido para o contetdo total de fendlicos, onde os resultados foram
expressos em miligramas de acido galico equivalente por 100 gramas de peso seco

da parte comestivel das frutas.

5.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separacéo, identificacdo e
quantificacdo de espécies quimicas, realizada através da distribuicdo dos
componentes de uma mistura em duas fases, uma moével e outra estacionaria, que
estdo em contato intimo. A CLAE tem grande importdncia nas técnicas de

separacao, uma vez que consegue separar misturas que contém um grande numero



56

de compostos similares presentes em diversos tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e detectabilidade
(COLLINS, BRAGA; BONATO, 2006).

Sendo assim, realizou-se cromatografia liquida de alta performace dos
extratos das frutas nativas brasileiras Grumixama e Cambuci, utilizando-se cinco
padrdes (catequina, rutina, quercetina, apigenina e kampferol) para identificacdes de
flavonoides nessas frutas.

A leitura da cromatografia foi realizada numa absorbancia de 333nm,8nm e os
resultados obtidos sdo mostrados em cromatogramas.

A Figura 7 indica o cromatograma do mix dos cinco padrdes utilizados para
analise de fitoquimicos.

Figura 7 - Cromatograma com os devidos tempos de retencdo do Mix dos cinco padrdes
utilizados na CLAE.
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2 17.536 Catequina (degradacao) | 96078 10965
3 22.265 Quercetina 309297 23357
4 24.205 Apigenina 294281 35910
5 24.608 Kampferol 301237 36965

Fonte: A autora.

Os resultados da identificacdo de flavonoides nas amostras de extratos de

Grumixama e Cambuci sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8 - Cromatogramas dos extratos de frutas nativas brasileiras.
A) Grumixama.
B) Cambuci.
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Fonte: A autora.

27.254

Ao analisar o cromatograma do extrato de Grumixama (FIGURA 8 A) sugere-
se a presenca dos flavonoides rutina, aparecendo no tempo de retencdo de 15,793
minutos e quercetina, aparecendo no tempo de retencdo de 22,069 minutos. Nos
demais tempos de retencdo ndo € possivel identificar os outros padrbes de
flavonoides utilizados.

No cromatograma do extrato de Cambuci (FIGURA 8 B) observa-se que 0s
padroes de flavonoides utilizados n&o apareceram nos tempos de retencao

analisados.
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E importante salientar que ha outros tipos de flavonoides além dos padrdes
empregados, que nao foram utilizados na analise de HPLC e que poderiam ser
encontrados em tais frutas.

Goncalves, Lajolo e Genovese (2010) identificaram os flavonoides quercetina
e kampferol em amostras de frutas de Cambuci, além de quercetina em polpas
comerciais dessa fruta. Quercetina e rutina foram encontradas em amostras de
Grumixama por Reynertson et al. (2008). Isso pode ser devido ao local de origem da
fruta e/ou ao tipo de extracdo e preparacdo das amostras, que pode ser aquoso,
alcodlico ou lipidico, pois, de acordo com Martins-Ramos, Bortoluzzi e Mantovani
(2010), a constituicdo quimica das espécies de frutas pode ser variavel, dependendo
do tipo de solo, temperatura, altitude e estacdes climaticas.

Algumas frutas da familia Mirtacea foram estudadas por Golcalves, Lajolo e
Genovese (2010) quanto a existéncia de flavonoides em sua composicao, e foi
identificado quercetina e kampferol no Camu-Camu e Aracd e catequina e
quercetina no Tucuma.

Outros estudos identificaram quercetina na Jabuticaba, Pitomba, Camu-
Camu, Jambo, Jambolédo, Pitanga e Gabiroba e Rutina na Jabuticaba, Pitomba,
Camu-Camu e Jamboldo, sendo todas essas frutas também pertencentes a familia
Mirtacea (FERREIRA et al.,, 2012; CORREIA et al., 2011; REYNERTSON et al.,
2008).

Akter et al. (2011) encontraram os flavonoides catequina, quercetina, rutina e
kampferol em amostras de Camu-Camu, uma fruta nativa brasileira pertencente a

mesma familia da Grumixama e do Cambuci.

5.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta que pode ser
utilizada para a determinacdo de estruturas moleculares e identificacdo de
compostos organicos, permitindo a analise de pequenas quantidades de compostos
puros, com grande precisdo, através da a¢do de um campo magnético. A amostra,
que pode ser um gas, solido, liquido, solucbes, géis, emulsbes ou amostras in vivo,

pode absorver radiacdo na regiao de radiofrequéncia, sendo gerado um gréafico das
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frequéncias dos picos de absorcdo versus intensidade, constituindo os espectros de
RMN. O espectro de hidrogénio fornece o deslocamento quimico dos atomos de
hidrogénio presentes na amostra, e o espectro de carbono fornece o deslocamento
quimico dos atomos de carbono. Tal analise permite identificar a proximidade
espacial de alguns &tomos, auxiliando na identificacdo de diferentes partes de
moléculas provenientes de um metabdlito secundario (ROCHA, 2013; FONSECA,
2012; SOARES, 2006).

Devido a RMN ser uma importante ferramenta na identificacdo de compostos
organicos, realizou-se tal andlise com os extratos das frutas grumixama e cambuci.

Os espectros de 'H exibiram sinais na regido de 5 3,0 — 5,4 (FIGURA 9 A e B)
gue sao compativeis com deslocamentos quimicos de hidrogénios caracteristicos de
aclcares e, através da andlise dos espectros de RMN de **C, verificam-se sinais na
regidao de & 60,0 - 100,0 (FIGURA 10 A e B), que também sdo caracteristicos de
acucares, sugerindo a presenca de tais compostos nos extratos.
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A) Extrato de Grumixama.
B) Extrato de Cambuci.

FIGURA 9 - Espectros de 'H.
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FIGURA 10 - Espectros de C.

A) Extrato de Grumixama.
B) Extrato de Cambuci.
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Com base no principio da metodologia de RMN e apos levantamento da
estrutura molecular de aclcares presentes na literatura, realizou-se andlise dos
espectros de RMN dos extratos de grumixama e cambuci e comparacdo com 0S
espectros dos acgUcares presentes na literatura. De tal modo, apds essa analise,
pbde sugerir-se a presenca dos acucares frutose, sacarose, manitol, manose e
glicose nos extratos das frutas grumixama e cambuci. As figuras 11, 12, 13, 14 e 15
apresentam as moléculas e o0s espectros desses acucares que podem estar

presentes nos extratos.

Figura 11 - A) Estrutura quimica do manitol.
B) Valores dos espectros de 'H e **C.

A)
OH OH
,f OH
HO =
OH OH
Manitol
B)
MANITOL
GRUMIXAMA CAMBUCI
(ELIAS, 2003)
1H 13C 1H 13C lH 13C

1 3,38 e 3,61 72,2 3,38 e 3,61 72,37 3,38 e 3,62 72,3

2 3,45 70,7 3,42 70,72 3,42 70,66

3 3,54 64,6 3,61 64,77 3,53 64,72

Fonte: A autora.
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Figura 12 - A) Estrutura quimica da frutose.
B) Valores dos espectros de *H e *C.

HO

HO

Frutose
FRUTOSE
(MOCCELINI et al., 2009) CRUMIXAMA CAMBUC
1H 13C lH 13C lH 13C

3,93-3,78 64,8 4,22 - 3,77 64,77 3,96 - 3,78 64,72
- 99,0 - 98,48 - 98,45

3,73 68,5 3,73 68,2 3,73 68,16
3,65 70,6 3,62 70,72 3,68 - 3,62 70,66
3,91 70,1 3,79 70,33 3,96 70,31
3,54 - 3,79 64,2 3,42 - 3,79 64,77 3,53-3,79 64,1

Fonte: A autora.




Figura 13 - A) Estrutura quimica da sacarose.
B) Valores dos espectros de *H e *C.
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A)
Sacarose
B)
N° SACAROSE GRUMIXAMA CAMBUCI
(OLIVEIRA et al., 2007)
1H 13C lH 13C lH 13C
1 5,16 91,7 4,88 92,6 5,14 92,1
2 3,18 € 5,03 71,6 3,10 e 4,88 71 3,21e5,13 72
3 1346e4,74-480| 72,8 |3,42e4,25-487 | 72,79 |3,42e4,23-4,86| 72,75
4 1312e4,74-4,80| 69,8 | 3,10e4,25-487 | 69,63 | 3,13e4,23-4,86| 69,6
5 3,62 72,8 3,62 72,79 3,62 72,75
6 | 3,4-356e4,40 | 605 | 34-361e4,25 | 6164 | 3,4-353e4,23 | 60,89
7 - 104,3 - 104,57 - 104,38
8 3,88 e 4,49 77,1 3,79 e 4,25 77,16 3,83e4,23 77,04
9 3,78 e 5,18 74,3 3,77 e 4,88 73,51 3,78 e 5,14 74,66
10 3,56 82,5 3,61 82,29 3,53 82,20
11 | 3,53-3,60e4,37 | 62,5 | 3,42-361e4,25| 63,37 |3,53-3,62e4,23 | 62,49
12 | 3,40e4,74-4,80 | 62,1 3,40 e 4,87 61,64 | 3,40e4,23-4,86| 62,49

Fonte: A autora.




Figura 14 - A) Estrutura quimica da manose.
B) Valores dos espectros de *H e *C.
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A OH
Manose
B)
MANOSE

(SMOUM, RUBINSTEIN, GRUMIXAMA CAMBUCI
SREBNIK, 2003)
1H 13C 1H 13C 1H 13C
4,88 94,6 4,88 - 4,88 -
3,47 72,0 3,42 72,37 3,42 72,0
3,35 68,0 3,36 68,20 3,36 68,16
3,39 71,2 3,39 71,0 3,39 70,9
3,73 73,7 3,73 73,51 3,73 73,48

3,45 - 3,66 62,1 3,42 - 3,62 61,64 3,42 - 3,68 62,49

Fonte: A autora.




Figura 15 - A) Estrutura quimica da glicose.
B) Valores dos espectros de *H e *C.
OH
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A)
Glicose

B)

a-D-GLICOSE

(POMIN, 2012) GRUMIXAMA CAMBUCI

1H 13C 1H 13C lH 13C
1 5,32 91,4 - 92,65 5,14 92,15
2 3,63 71,8 3,62 71,0 3,62 72,0
3 3,83 72,4 3,79 72,37 3,83 72,3
4 3,92 71,2 3,79 71,0 3,96 70,92
5 3,5 69,8 3,42 69,63 3,53 69,6
6 3,91-3,82 60,3 4,22 - 3,79 61,64 3,96 - 3,83 60,89

B-D-GLICOSE

(POMIN, 2012) GRUMIXAMA CAMBUCI

1H 13C 1H 13C lH 13C
1 4,74 95,9 4,87 97,3 4,86 97,23
2 3,37 74,1 3,37 73,51 3,37 74,66
3 3,60 75,8 3,61 75,74 3,62 75,67
4 3,92 71,2 3,79 71,0 3,96 70,92
5 3,5 69,8 3,42 69,63 3,53 69,6
6 3,91-3,82 60,3 4,22 - 3,79 61,64 3,96 — 3,83 60,89

Fonte: A autora.




67

Ainda que a analise do teor de flavonoides tenha constatado a presenca de
flavonoides nos extratos de grumixama e cambuci e, que o cromatograma da analise
de CLAE tenha sugerido a presenca dos flavonoides rutina e quercetina, néo foi
possivel detectar a estrutura molecular de tais compostos pela analise de RMN, pois
os valores dos espectros de 'H e '3C de tais extratos ndo sdo sugestivos de
compostos que contenham anéis aromaticos em sua estrutura. Isso pode ser devido
ao fato dos flavonoides serem comumente encontrados na forma de
glicoconjugados, estando ligados a carboidratos através dos grupos hidroxilicos
(FIGURA 17), originando os O-glicosideos ou ligados diretamente aos carbonos,
formando os C-glicosideos (SOUZA, 2008), sugerindo-se que a analise por RMN
nao tenha apresentado sensibilidade para detectar tais compostos conjugados, mas
apenas a porgdo acUcar presente nos extratos, ressaltando que isso nao ocorre na
andlise de CLAE, visto que de acordo com Marco, Poppi e Scarminio (2008), os
flavonoides podem ser separados por procedimentos cromatograficos e o0s
compostos individuais podem ser identificados por comparacdo com padrdes.

Os flavonoides sédo considerados produtos do metabolismo secundario e
possuem estrutura marcada pela presenca de um esqueleto com 15 atomos de
carbono distribuidos em 3 anéis, na configuracdo Cs-C3-Cg, sendo divididos em
classes de acordo com o estado de oxidacdo do anel central de pirano,
compreendendo flavonas, flavondis, flavonona, antocianinas, entre outros (FIGURA
16) (SOUZA, 2008; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Figura 16 - Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides.

Antocianidinas f;:fa Catequinas f’x Flamnms Jv

““Kxb,f R |
O oo TLL

O
Flavanonas Flavonas Isoflavonas
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L \lﬂ = T
D O 0 Q

Fonte: MARCO, POPPI e SCARMINIO, 2008.
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Além disso, os flavonoides podem ser encontrados na forma livre, mas sao
frequentemente encontrados formando oligdbmeros entre si ou na forma conjugada.
Glicosil-flavonoides podem ser encontrados como mono-, di-, tri- e tetra-glicosideos.

A figura 17 mostra a estrutura de flavonoides ligados entre si ou a carboidratos.

Figura 17 - Estrutura de flavonoides ligados entre si ou a carboidratos.

Fonte: Adaptado de SOUZA, 2008.

Dentre os diversos estudos que relatam as importantes atividades bioldgicas
dos flavonoides, como por exemplo, anti-cancer e anti-inflamatérios, ha algumas
pesquisas que demonstram que a posi¢cdo em que a por¢ao glicosidica encontra-se
ligada aos flavonoides pode estar diretamente relacionada a tais atividades,
podendo atuar de formas diferentes, salientando que muitas vezes os glicosideos
apresentam melhor atividade quando comparados a forma livre. A posi¢cdo da
ligacdo glicosidica também esta relacionada a biodisponibilidade dos flavonoides,
alterando a sua absorc¢éo intestinal, visto que sua desglicosilacdo pelas células do
intestino delgado e figado pode alterar o tipo de atividade bioldgica esperada
(SOUZA, 2008).

Segundo Cardona et al. (2013), os polifendis de baixo peso molecular podem
ser rapidamente absorvidos no intestino delgado, enquanto que os que possuem alto
peso molecular atingem o colon de maneira inalterada, estimando-se que apenas 5-
10% do total de fenois sdo absorvidos no intestino delgado, sendo o restante (90-

95%) acumulado no lumen intestinal, estando sujeito a atividade enzimatica da
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microbiota intestinal (FIGURA 18). Portanto, sugere-se que o0s flavonoides
conjugados aos carboidratos dependem em grande parte da comunidade microbiana
do intestino para serem degradados, originando moléculas de baixo peso molecular
para serem mais facilmente absorvidas e, assim, desempenharem suas atividades

biolégicas.

Figura 18 - Rota para polifendis dietéticos e seu metabolismo em seres humanos.
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Fonte: Adaptado de CARDONA et al., 2013.

Cardona et al. (2013) sugere ainda que diversos estudos relacionam o
metabolismo microbiano dos polifendis dietéticos a prevencédo do cancer (FIGURA
19), o que confere propriedade benéficas aos alimentos que contenham tais

COMpOStos em sua composigao.



70

Figura 19 - Possiveis mecanismos propostos para a prevencao do cancer pelo
consumo de polifendis.

Polifendis Dietéticos

Metabolitos de polifenois
produzidos pela microbiota

intestinal
Modulagdo de Enzimas Efeitos Anti-inflamatoérios J Proliferacdo celular
(alta regulacdo ou (inibigao de Cox-2; NFkB; M Apoptose
baixa regulac¢ao) AP-1; TNFa; IL-6; VEGF)

J Carcinogénese

Fonte: Adaptado de CARDONA et al., 2013.

Sendo assim, acredita-se que as frutas grumixama e cambuci possuam
propriedades benéficas a saude humana, por apresentarem compostos como fendis,
flavonoides e flavonoides conjugados a acucares em sua composicao, visto que, tais
compostos sdo importantes na prevencgao do riso de doencas causadas por estresse
oxidativo, conferindo importancia as frutos grumixama e cambuci como uma boa

estratégia nutricional.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CELULAR POR MEIO DO TESTE PSC

Em virtude da metodologia do PSC ser uma melhoria dos ensaios quimicos
de atividade antioxidantes tradicionais, por mimetizar alguns dos processos celulares
gue ocorrem in vivo, a atividade antioxidante dos extratos das frutas grumixama e
cambuci foi avaliada usando o método do PSC, levando em consideracdo a
eficiéncia da protecdo contra radicais peroxil. De acordo com esse método os

resultados obtidos foram 434,50 + 3,63 umol de vitamina C equivalente/100 g para a
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grumixama e 249,54 + 2,56 pmol de vitamina C equivalente/100 g para o Cambuci
(TABELA 3).

Tabela 3 - Atividade Antioxidante Celular, por meio do PSC, dos extratos de grumixama e cambuci.

Valores de Hidro-PSC
Frutas ) )
pmol de vit C equivalente/100 g*
Grumixama (Eugenia brasiliensis) 434,50 £ 3,63
Cambuci (Campomanesia phaea) 249,54 + 2 56

* Médias das concentragdes: 1 - 6,3 pg/mL
Fonte: A autora.

Adom e Liu (2005), encontraram altos valores de PSC em outras frutas, sendo
elas, uva, com 2108,9 = 148,8 umol de vit C equivalente/100 g, cranberry, com
1019,9 £ 104,4 umol de vit C equivalente/100 g e maca, com 309,2 + 3,63 umol de
vit C equivalente/100 g.

Outros estudos determinaram valores de PCS no murici e na guapeva, sendo
eles 490,63 + 86,36 e 579,14 £ 109,36 pmol de vit C equivalente/100 g,
respectivamente (MALTA; LIU; PASTORE, 2012).

Shin et al. (2008) analisaram a atividade antioxidante do morango estocado
em altas concentragbes de CO,, encontrando valores variando entre 585,8 e 799,1
pmol de vit C equivalente/100 g.

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CELULAR POR MEIO DO CAA

A metodologia do CAA emprega a capacidade dos produtos reativos da
oxidacao lipidica, os radicais peroxil, em induzir a formagdo de um indicador de
estresse oxidativo fluorescente em cultura celular e mensura a prevencdo da
oxidacdo por agentes oxidantes. Em tal ensaio, a degradacdo do ABAP (2-
amidinopropano) produz radicais peroxil, oxidando a diclorofluoresceina néao

fluorescente (DCFH) em diclorofluoresceina fluorescente (DCF), gerando uma
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reacado de fluorescéncia (WOLFE; LIU, 2007). A figura 20, de Wolf e Liu (2007)
mostra o principio da reacdo entre a diclorofluoresceina e ABAP dentro da célula.

Figura 20 - Reacdao entre diclorofluoresceina e ABAP dentro da célula.

Fonte: Adaptado de WOLFE e LIU, 2007.

Portanto o método de CAA considera a captacdo celular, distribuicdo e
eficiéncia da protecéo contra radicais peroxil sob condicdes fisioldgicas, ressaltando-
se a importancia da utilizacdo de uma metodologia mais relevante biologicamente na
determinacao da atividade antioxidante (WOLFE; LIU, 2007).

Desse modo, a atividade antioxidante celular da grumixama e do cambuci foi
determinada utilizando-se o0 método do CAA. O ECsy e 0s valores de CAA estao

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade Antioxidante Celular, por meio do CAA, e ECs, dos extratos de grumixama

e cambuci.
ECso pmol/mL*® CAA pmol QE/100g
sem lavagem sem lavagem
Frutas lavagem com PBS lavagem com
com PBS com PBS PBS
Quercetina 7.01+£055 7.21+0.89 - -
Grumixama (Eugenia 1.85+0.41 2.60%0.52 100.79 = 93.47 +
15.42° 15.25%
brasiliensis)
Cambuci (Campomanesia 1.45+048 1.57+0.35 26.76 £ 19.30 £
4.47°2 4.07°

phaea)

®ECso: valores obtidos com os protocolos de lavagem com PBS e ndo lagavem com PBS nio
apresentaram diferengas estatisticamente significativos (p> 0,05).
Fonte: A autora.

Foram utilizados protocolos de lavagem com o tampéo PBS e nao lavagem
com o tampao PBS, pois, as diferencas entre ambos os protocolos fornecem alguns
conhecimentos de como o0s antioxidantes interagem com as células, provendo
informacdes no grau de captacdo e associacado dos fitoquimicos pelas células, pois,
de acordo com Wolfe e Liu (2007), quando se emprega a lavagem com PBS, os
compostos presentes nos extratos das frutas devem ser absorvidos pela célula ou
estarem intimamente ligados a membrana celular, visto que, com a lavagem com
PBS, ocorre a remocdo de compostos que estdo vagamente associados com a
membrana. Dessa maneira é possivel verificar se houve incorporacdo da atividade
antioxidante pela célula.

Sendo assim, apos realizacdo de ambos os protocolos, observou-se que 0s
valores obtidos para ECsp com ou sem lavagem com PBS ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).

Nas Figuras 21 e 22 tém-se a atividade antioxidante celular dos extratos das
frutas grumixama e cambuci.

As frutas mirtilo, cranberry, maga, uva vermelha e uva verde foram estudadas
por Wolfe e Liu (2007), apresentando os seguintes valores de ECsg: 3,440 £ 0,239;
11,31 + 0,29; 21,31 + 3,34; 24,49 + 1,73 e 62,89 = 3,19 mg/mL para ndo lavagem
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com PBS, e os valores 10,81 + 0,44; 36,17 + 1,20; 38,60 = 3,26; 42,33 £ 2,22 e
53,01 + 3,12 mg/mL para lavagem com PBS, respectivamente.

Outros estudos determinaram os valores de CAA, com o protocolo de
lavagem com PBS, para as frutas murici e guapeva, sendo encontrados os valores
de 41,36 £ 17,89 e 23,38 + 4,26 umol de quercetina equivalente/100 g de frutas,
respctivamente (MALTA; LIU; PASTORE, 2012).

Figura 21 - Atividade Antioxidante Celular do extrato de grumixama.
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Fonte: A autora.
Figura 22 - Atividade Antioxidante Celular do extrato de cambuci.
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De acordo com Chu et al. (2002), espécies reativas de oxigénio tem sido
associadas a doencas cronicas nao transmissiveis, como as doengas
cardiovasculares e o cancer, além do envelhecimento precoce, visto que tais
espécies apresentam a capacidade de causar danos oxidativos em biomoléculas
como lipideos, DNA e proteinas. Portanto, mesurar a atividade antioxidante dos
alimentos é de grande valia, sendo que a metodologia utilizada no presente estudo
mostra-se mais biologicamente representativa.

Pensando-se nos beneficios da ingestdo de compostos antioxidantes cada
vez mais se intensificam as pesquisas que determinam a atividade antioxidante dos
alimentos e, como resultado, estudos demonstram que a ingestdo de uma dieta rica
em frutas e vegetais fornece uma ampla variedade de compostos antioxidantes
capazes de diminuir os danos oxidativos em biomoléculas. Dentre tais compostos
destacam-se os fitoquimicos, principalmente os compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas, por serem capazes de eliminar espécies reativas de oxigénio,
prevenindo e/ou reduzindo o estresse oxidativo no corpo humano (WOLFE et al.,
2008; CHU et al., 2002; LIU et al., 2002).

5.7 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Os extratos das frutas grumixama e cambuci foram avaliados quanto a sua
atividade antiproliferativa contra células de carcinoma hepéatico humano (HepG2),
carcinoma pulmonar humano (A549) e carcinoma mamario humano (MCF7).
Inicialmente a viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico (MTS), um
método baseado na conversdo enzimatica (desidrogenases) do sal tetrazolio em
formazano (FIGURA 23), que é utilizado para avaliar atividade antiproliferativa
(CORY et al., 1991).
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Figura 23 - Conversédo do sal tetrazolio em formazano.
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Fonte: PROMEGA, 2012.

Os resultados mostraram que o tratamento com 0s extratos de ambas as
frutas ndo afetou a viabilidade das linhagens HepG2 e A549 (Figuras 24 e 25)
indicando que a grumixama e o cambuci ndo apresentam atividade antiproliferativa
sobre essas linhagens, pelo menos, dentro da faixa das concentracdes utilizadas no
presente estudo. O mesmo ndo aconteceu em relacdo a linhagem MCF7, pois foi
observado reducédo da viabilidade celular em cerca de 20% nas culturas de MCF7

tratadas com ambos 0s extratos na concentracao de 50 pg/mL (Figuras 24 e 25).



Figura 24 - Viabilidade celular de linhagens tratadas com extrato de grumixama.

A) Carcinoma humano hepético (HepG2).
B) Carcinoma humano pulmonar (A549).
C) Carcinoma humano mamario (MCF7). * p < 0,05.
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Figura 25 - Viabilidade celular de linhagens tratadas com extrato de cambuci.
A) Carcinoma humano hepético (HepG2).

B) Carcinoma humano pulmonar (A549)

C) Carcinoma humano mamario (MCF7). * p < 0,05.
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Medina et al. (2011) observou que a polpa fresca do araca-morango, uma
fruta pertencente a mesma familia da grumixama e do cambuci, possui atividade
antiproliferativa contra linhagens de carcinoma humano. As linhagens tratadas foram
de carcinoma mamario (MCF7) e adenocarcinoma de colon (Caco-2), nas
concentraces de 40 pg/mL?, 60 pg/mL* e 80 pg/mL?, cuja atividade
antiproliferativa foi concentragédo-dependente.

O extrato de pitanga roxa, outra fruta pertencente a mesma familia
(Myrtaceae) da grumixama e do Cambuci, apresentou atividade antiproliferativa
sobre a linhagem de carcinoma hepético de camundongos (HSC), apds 72 horas de
tratamento (DENARDIN et al., 2013). O efeito foi concentracdo-dependente, tendo
sido observado bloqueio do ciclo celular e apoptose em amostras tratadas com o
extrato a 50 pug/mL e 100 pg/mL. Acredita-se que tal efeito possa estar relacionado
com a presenca de compostos fenélicos (DENARDIN et al., 2013).

Células humanas de adenocarcionama cervical (HelLa), hepatocarcinoma
(HepG2), carcinoma gastrico (SNU-16), leucemia (U937) e fibroblastos de pulméo
(CCD-25Lu) foram tratadas com extrato de folhas de goiaba na concentracfes de 25
pg/mL, 50pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL. As linhagens SNU-16 e HepG2 foram as
mais sensiveis ao tratamento, tendo sido observada reducédo da viabilidade celular
de maneira concentracao-dependente (MOON et al., 2011). Porém, quando a goiaba
foi estudada por Ampasavate, Okonogi e Anuchapreeda (2010) verificou-se que a
mesma nao apresentava atividade antiproliferativa contra linhagens humanas
derivadas de leucemia. Os dados indicam que os efeitos das frutas sobre a
proliferacdo podem ser dependentes ndo apenas da concentracdo e também do tipo
celular.

A atividade antiproliferativa observada em frutos e folhas €, muitas vezes,
decorrente da atividade sinergistica de substancias bioativas. Muitos fitoquimicos
como, por exemplo, os polifendis, apresentam atividade antioxidante e pré-oxidante
e podem ser utilizados como quimiopreventivos e quimioterapicos, respectivamente.
A acao pro-oxidante pode ser um importante mecanismo na inducéo de apoptose de
células cancerigenas, contribuindo com a destruicio das mesmas de maneira
seletiva. Aléem disso, de acordo com Khan et al. (2011), as células cancerosas
apresentam elevados niveis de cobre e a mobilizacdo endoégena dos niveis de cobre

pode ser determinante para atividade pré-oxidante.
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Considerando os resultados obtidos no nosso estudo, tanto a grumixama
quanto o cambuci ndo apresentaram atividade antiproliferativa contra as linhagens
HepG2 e A549. Entretanto, ambas as frutas foram efetivas em reduzir a viabilidade
de células MCF7, quando utilizadas na concentracdo de 50 pg/mL. Os dados
mostram, portanto, que a atividade antiproliferativa das frutas estudadas sobre a
linhagem MCF7 séo concentragao-dependente.

Com o objetivo de verificar se a atividade antiproliferativa da grumixama e do
Cambuci estéa associada com inducdo de morte celular, novos testes de viabilidade
foram realizados usando o0 ensaio de exclusdo com Azul de Tripano. Essa
abordagem metodoldgica permite determinar a populacao de células viaveis e néo-
viaveis, considerando que o Azul de Tripano é um corante vital que penetra apenas
em células cuja integridade da membrana foi perdida (células mortas).

Os resultados mostraram que somente a grumixama foi efetiva em induzir
morte celular, apresentando possivel atividade citotoxica a linhagem MCF7 na
concentracdo de 50 pg/mL. As culturas tratadas com grumixama apresentaram
significativo aumento na populacdo de células mortas em relacdo as culturas-
controle (FIGURA 26). Embora o numero de células mortas tenha aumentado nas
culturas tratadas com Cambuci, a diferenca observada nao foi significativa (FIGURA
26). Os dados obtidos mostram, portanto, que a atividade antiproliferativa da
grumixama esta associada a inducdo de morte celular, enquanto que a atividade
antiproliferativa do cambuci pode estar relacionada a inibicdo da proliferacéo celular,

por ndo apresentar atividade citotéxica na concentracéo estudada.



Figura 26 - Porcentagem de células viadveis e ndo viaveis, tratadas com extratos de
grumixama e cambuci na concentracdo de 50 pg/mL e determinadas por
exclusdo com o azul de tripano.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados e ap6s a analise dos mesmos, pode-se
concluir que a grumixama apresentou alto contetdo de fendlicos e o cambuci médio
contetdo de fendlicos, além de apresentarem flavonoides e acgucares em sua
composicdo. Verificou-se também, que as frutas estudadas apresentam atividade
antioxidante celular contra células humanas de cancer hepatico (HepG2) e atividade
antiproliferativa contra células humanas de cancer maméario (MCF7).

Dessa maneira, atribui-se grande importancia as frutas grumixama e cambuci,
uma vez que a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, aclucares além da
atividade antioxidante celular e antiproliferativa, confere propriedades benéficas aos
frutos, pois 0s mesmos podem possuir compostos com a capacidade de sequestrar
radicais livres, diminuindo e/ou inibindo o dano oxidativo em biomoléculas, o que faz
acreditar que o consumo do suco das frutas estudadas pode ajudar a prevenir a
incidéncia de doencas causadas por estresse oxidativo, sendo uma boa estratégia

nutricional.
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