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controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentracao do
DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores
estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo
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Figura 67: Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem leucémica U-937,
pelo ensaio de MTT (n=3), apds 48 horas de incubacdo com os padrdes
acido oleico e palmitico. O branco significa o controle negativo do teste
(células e meio de cultura). A concentracdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, **P<0,001, valores estatisticamente significantes em
relacéo ao controle negativo
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RESUMO

REIS, C.N. DSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Marco de 2015. Estudo Quimico e Avaliacdo da Atividade Antineoplasica de
Annona muricata L. Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.;
Banca Avaliadora: Lara Fonseca Barbosa Siqueira. D.Sc.; Milton Masahiko
Kanashiro, D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, em conjunto com o Laboratério de
Biologia do Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia e com o
Laboratério de Zootecnia e Nutricdo Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste trabalho foi ampliar o
conhecimento acerca do perfil quimico da polpa dos frutos de Annona muricata L.,
investigando também seus parametros fisico-quimicos, bem como identificar as
substancias bioativas presentes no ambito de acao antineoplasica, o que em tese
pode justificar seu uso popular como alimento funcional. Para a obtencdo do
extrato aquoso, a polpa dos frutos foi separada das sementes e cascas e
submetida a extracdo com agua na proporcédo de 75% (p/v). Os fracionamentos
cromatograficos foram realizados com o intuito de se identificar as substancias
presentes. O conhecimento do perfil quimico a partir da purificacdo do extrato
aquoso conduziu a identficagdo de AM-1 e AM-2 (a—D-glicopiranose e B-D-

glicopiranose), AM-3 (acido palmitico e acido oleico) e AM-4 (dietil-ftalato). O
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extrato aquoso, o sobrenadante e os padrées quimicos foram avaliados quanto a
sua atividade antioxidante por metodologias distintas (DPPH e FRAP) e observou-
se que ocorre intensificacdo da capacidade de sequestro de radicais livres com a
purificacdo. A partir das analises fisico-quimicas identificou-se como carboidratos
presentes na polpa dos frutos a glicose (2,047 g/100g) e a frutose (2,892 g/100g),
o teor estimado de vitamina C com base na curva padrao foi de 2,17mg/100g e o
percentual de umidade foi de 85,1%. O teor de proteina bruta “in natura” foi de
0,91 g/100g, enquanto que o de proteina bruta seca foi de 6,5 g/100g. Ja o valor
estimado de fibras foi de 1,7 g/100g e 11,5 7 g/100g para amostra “in natura” e
seca, respectivamente. Os sélidos soluveis foram 13,2 °Brix. Foram detectados os
minerais: Ca (1,2 g/Kg), Cu (4,9 mg/Kg), Fe (19,9 mg/Kg), K (1,2 mg/Kg), Mg (1,2
g/Kg), Mn (5,2 mg/Kg), P (1,2 g/Kg), Zn (4,5 mg/Kg) e B (7,8 mg/Kg),
sobressaindo-se o boro pelo seu elevado teor encontrado, bem como pela sua
relacdo com a prevencdo da osteoporose e atividade antineoplasica, dentre
outras funcdes. Nos ensaios para analise da atividade antineoplasica verificou-se
que apenas AM-3 e AM-4 provocaram a morte celular nas linhagens testadas,
sendo que em um screening realizado verificou-se que esta atividade ocorreu
também nas fracdes que originaram AM-3 e AM-4, sendo que durante o processo
de purificacdo houve a intensificacdo do efeito bioldégico de morte celular. Logo,
pode-se verificar que os acidos oleico e palmitico, bem como o dietil-ftalato,
interferem na viabilidade celular em células tumorais. Diante dos resultados
obtidos pode-se inferir que ha fundamento na utilizacdo popular da A. muricata
para o tratamento de neoplasias e que esta utilizacdo deve ser concomitante aos
tratamentos tradicionais (quimioterapia e radioterapia) e realizada com cautela,
sendo necessarios mais estudos para a averiguacao e o isolamento de todas as
substancias presentes nos frutos de A. muricata L. que possam corroborar para a

definicdo deste alimento como funcional.

Palavras-chaves: Annona muricata L.; antineoplasica, fisico-quimico,

identificacao.
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ABSTRACT

REIS, C.N. DSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
February of 2011; Annona muricata L.: Chemical and biological analysis of
soursop fruit; Professor Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.; Banking
Appraiser: Lara Fonseca Barbosa Siqueira. D.Sc.; Milton Masahiko Kanashiro,
D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc..

This work was carried out in the Laboratério de Tecnologia de Alimentos do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, together with Laboratério de
Biologia do Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia and with
Laboratério de Zootecnia e Nutricdo Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias in Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, RJ. The objective was to increase knowledge about the
chemical profile of the pulp of the fruit of Annona muricata L., also investigating
their physico-chemical parameters and identify the bioactive substances in the
sphere of action antineoplastic, which in theory can justify their popular use as a
functional food. To obtain the aqueous extract, fruit pulp was separated from the
seeds and husks and subjected to extraction with water at a ratio of 75% (w / v).
The chromatographic fractionations were performed in order to identify the
substances. The knowledge of the chemical profile from the purification of the
agueous extract led to the identification of AM-1 and AM-2 (a—D-glucopyranose
and p-D-glucopyranose), AM-3 (palmitic and oleic acid) and AM-4 (diethyl

phthalate). The aqueous extract, supernatant and chemical patterns were
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evaluated for their antioxidant activity by different methodologies (DPPH and
FRAP) and observed to occur intensification of sequestration capacity of free
radicals with purification. From the physico-chemical analysis identified as
carbohydrates present in the pulp to glucose (2,047 g / 100g) and fructose (2.892
g / 100 g), the estimated content of vitamin C based on the standard curve was
2,17mg / 100g and the moisture percentage was 85.1%. The crude protein "in
nature” was 0.91 g / 100g, while the dry crude protein was 6.5 g / 100g. Since the
estimated value of fiber was 1.7 g / 100 g and 11.5 7 g / 100g sample to "fresh"
and dry, respectively. Soluble solids were 13.2 ° Brix. Minerals were detected: Ca
(1.2 g/ kg) Cu (4.9 mg/ kg) Fe (19.9 mg / kg), K (1.2 mg / kg), Mg (1.2 g / kg), Mn
(5.2 mg/kg), P (1.2 g/kg) Zn (4.5 mg / kg) and B (7.8 mg / kg) jutting boron- for
its high content found as well as its relationship with the prevention of osteoporosis
and antineoplastic activity, among other functions. In assays for anticancer activity
analysis it was found that only 3-AM and AM-4 have resulted in cell death in the
tested strains, whereas in a screening conducted we found that this activity was
also in fractions yielded AM-3 and AM-4, and during the purification process was
intensifying the biological effect of cell death. Therefore, it can be seen that oleic
acid and palmitic acid, as well as diethyl phthalate, interfere with cell viability in
tumor cells. Based on these results it can be inferred that there are grounds in the
popular use of A. muricata for the treatment of cancer and that this use should be
concomitant to traditional treatments (chemotherapy and radiotherapy) and
carefully performed, more research is needed to investigate and isolation of all
substances in fruits of A. muricata L. that may corroborate to the definition of food

as functional.

Keywords: Annona muricata L .; antineoplastic , physical and chemical

identification.



1. INTRODUCAO

Indmeros fatores afetam a qualidade da vida moderna, de forma que a
populacdo deve conscientizar-se da importancia de alimentos que contém
substancias que auxiliam a promoc¢éo da saude, trazendo uma melhora ndo s6 ao
estado nutricional, mas também atenuando de forma bastante eficaz a reducao dos
custos com a saude e a incidéncia de doencas, tais como os alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais sdo compostos por substancias biologicamente ativas
que podem estimular processos metabdlicos reduzindo o risco de enfermidades,
além de fornecer nutrientes e energia. Para oferecer efeitos positivos, os alimentos
funcionais devem fazer parte da alimentacao diaria, para que as moléculas ativas se
mantenham constantemente presentes no organismo (Perin & Zanardo, 2013). Além
disso, representam uma area interessante para a inddstria assim como para a
ciéncia e tecnologia de alimentos, pois também podem atuar na reduc&o dos riscos
de doencas como o cancer (Souza et al., 2013; Annunziata & Vecchio, 2011).

Os tipos de cancer que se relacionam aos habitos alimentares estdo entre as
primeiras causas de mortalidade. Alguns fatores de risco sdo passiveis de
prevencao e modificaveis através de alteracdes no estilo de vida, incluindo a dieta. A
quimioprevengdo, por meio dos alimentos funcionais, surge como um promissor
instrumento de prevencdo por meio de possiveis mecanismos de acao
anticarcinogénica. Contudo, evidéncias apontam uma associacdo entre a ingestao

de alimentos funcionais e o risco de cancer, devido ao possivel efeito protetor das



substéancias bioativas presentes nestes alimentos advindos do metabolismo vegetal,
tais como os &cidos graxos e as moléculas antioxidantes (Perin & Zanardo, 2013).

O metabolismo vegetal é dividido didaticamente em metabolismo primario e
secundario. Admite-se que os carboidratos, os lipidios, as proteinas e os acidos
nucléicos, que sdo essenciais para a manutencdo das células, sdo originados do
metabolismo primério. Os metabdlitos primérios tém sido investigados por estarem
relacionados com a inibicho da atividade antineoplasica, possuindo acéo
antioxidante e nutricional (Rodrigues et al., 2012, Taiz e Zeiger, 2006).

Nesse contexto, a busca por substancias com potencial antioxidante est4 em
ascencao, visto que estas substancias sao responsaveis pela remocao ou inibicao
de radicais livres, sendo de grande importancia para a industria alimenticia, onde
atuam principalmente reduzindo as perdas nutricionais, protegendo os alimentos da
oxidagdo e auxiliando no tratamento antineoplasico (Newman et al., 2012). Além
disso, os antioxidantes também tém sido relacionados com a diminuicdo de efeitos
colaterais advindos do uso de farmacos antitumorais (Antunes & Bianchi, 2004).

De fato, os alimentos contém metabdlitos com grandes potenciais, o que
intensifica a busca por substancias obtidas a partir de fontes vegetais. Contudo,
para a maioria das espécies frutiferas, estudos quimicos e biolégicos ainda sao
escassos (Ministério do Meio Ambiente, 2013; Pan et al., 2009; Cragg et al., 2009;
Muller, 2006; Kim et al., 2004; Pinto et al., 2002; Srivastava et al., 2000). Assim, ha
uma crescente intensificacdo na pesquisa de plantas frutiferas, dentre as quais se
destacam as Anonaceas, sendo a espécie Annona muricata L. (graviola) de grande
interesse no ambito nacional e internacional (Moraes, 2013). A graviola possui
substancias com acdo antioxidante, além de micro e macronutrientes que Ssao
fundamentais na dieta. Além disso, possui carboidratos e acidos graxos em sua
composi¢cdo, 0S quais sao nutrientes essenciais, pois favorecem a sintese
energeética, conferem atributos sensoriais aos alimentos e trazem beneficios a saude
estando relacionados com a acao antioxidante e antitumoral (Rodrigues et al., 2012).

Logo, 0 avanco no conhecimento quimico de seus frutos sob o enfoque
biolégico, principalmente em seu efeito antineoplasico, podera incentivar a
comercializacado desses frutos. Desta forma, o enfoque principal desta pesquisa €
aprofundar os estudos sob a composi¢cao quimica da polpa da graviola, avaliando os
parametros fisico-quimicos, a atividade antioxidante, bem como identificar as

substancias que possuam atividade antineoplasica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Ampliar o conhecimento acerca do perfil quimico da polpa dos frutos de
Annona muricata L., investigando também seus parametros fisico-quimicos, bem
como identificar as substancias bioativas presentes no ambito de acéo

antineopléasica.

2.2 Objetivos Especificos

= Avaliar o perfil quimico da polpa dos frutos de A. muricata L;

= Avaliar a atividade antioxidante do extrato e fracdes advindos do processo de
purificacdo por diferentes métodos;

» Determinar os parametros fisico-quimicos;

= |[dentificar os compostos bioativos presentes nos frutos;

» |[nvestigar a atividade biologica através da capacidade das diferentes fracbes

e substancias em inibir as células de diferentes linhagens tumorais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Os Alimentos Funcionais

A expressao “alimento funcional” foi empregada pela primeira vez em 1985 no
Japao (Moraes et al.,, 2006) e sua definicdo abrange qualquer substancia ou
componente de um alimento que proporcione, além do valor nutricional, beneficios a
salude e até mesmo a prevencao e o tratamento de doencas. Como exemplo podem-
se citar: frutos, hortalicas, grdos, alimentos fortificados e suplementos alimentares
(Bernardes et al., 2011; IFIC, 2006). Alguns alimentos funcionais contém como
substancias: as alicinas encontradas no alho, os carotenoides (substancias
isoprénicas) e flavonoides (substancias fendlicas) encontrados em frutas e vegetais,
os glucosinolatos presente nos vegetais cruciferos e os acidos graxos encontrados
em Oleos vegetais e 6leo de peixe, bem como as gorduras presentes em frutas como
0 abacate e cacau (Roberfroid, 2002; Rocha et al., 2001).

Os alimentos funcionais ndo podem ser desenvolvidos simplesmente pela
adicdo ou mistura de ingredientes apropriados (Casé et al., 2005). Alguns critérios
foram estabelecidos para determinacédo de um alimento funcional, tais como: exercer
acao metabdlica ou fisioldgica que contribua para a saude fisica e para a diminui¢ao
de morbidades cronicas; integrar a alimentacao usual; os efeitos positivos devem ser
obtidos em quantidades néo tdxicas, perdurando mesmo apés suspensdo de sua
ingestao; e, por fim, os alimentos funcionais ndo sdo destinados ao tratamento ou a

cura das doencas (Bernardes et al., 2011; Borges, 2000).



Com o aumento da expectativa de vida dos brasileiros e ao mesmo tempo o
crescente aparecimento de doencas crbnicas como obesidade, hipertensao,
osteoporose, diabetes e cancer, € crescente a preocupacdo com uma alimentagcao
saudavel. Nesse sentido, a perda da saude justifica a investigacdo quanto aos
possiveis alimentos funcionais serem peca chave na diminui¢cao do risco de doencas
e na promocao de qualidade de vida (ABIA, 2010).

Assim, pesquisas com alimentos funcionais néo irdo trazer os avancgos para a
salude sem que os beneficios dos alimentos sejam efetivamente comprovados e
passem a ser de dominio publico. Além do que, as doencas poderiam ser evitadas
associando-se dieta equilibrada, habitos de vida saudaveis e alimentos funcionais
(Casé et al., 2005).

3.2 Classes de Substancias Biologicamente Ativas

As substancias biologicamente ativas encontradas nos alimentos funcionais
podem ser classificadas em grupos, como: probidticos e prebioticos, alimentos
sulfurados e nitrogenados, pigmentos, compostos fendlicos, vitaminas, acidos
graxos poli-insaturados e fibras (Ravishankar et al.,, 2012; Spada et al., 2008;
Rodriguez et al., 2003; Fang & Liu, 2002; Roberfroid, 2002;).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que podem ser agregados como
suplementos na dieta, afetando de forma benéfica o desenvolvimento da flora
microbiana e conferindo beneficios a satde do hospedeiro (Saad, 2006), como por
exemplo, Escherichia coli Nissle, Saccharomyces cerevisiae, Enterococcus faecalis,
entre outros (Reig & Anesto, 2002). Os prebidticos sdo oligossacarideos néo
digeriveis, porém fermentaveis cuja funcdo € mudar a atividade e a composicao da
microbiota intestinal com a perspectiva de promover a saude do hospedeiro
(Rodriguez et al., 2003; Roberfroid, 2002).

Os alimentos sulfurados e nitrogenados sdo compostos organicos usados na
protecdo contra a carcinogénese e mutagénese, sendo ativadores de enzimas na
detoxificacdo do figado. Os isotiocianatos e indois sdo compostos antioxidantes que
estdo presentes também em cruciferas, tais como brocolis, couve e repolho (Anjo,
2004).

Os pigmentos naturais sao provenientes do metabolismo secundario das

espécies vegetais, com estruturas e propriedades quimicas e fisicas diferenciadas, e



agrupados de acordo com suas estruturas quimicas em: substancias heterociclicas
tetrapirrdlica, substéncias com estrutura isoprénica, betalainas, substancias
quinoidais, taninos e os flavonoides (substancias fendlicas) (Campos, 2008).

Os compostos fendlicos, por sua vez, compdéem uma ampla classe de
substancias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana e
apresentam caracteristicas anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, antitromboticas,
antivirais, antimicrobianas, vasodilatadoras, imunomodulatérias e analgésicas.
Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os acidos fenolicos,
fenois simples, flavonoides, cumarinas, taninos hidrolisaveis, ligninas e tocoferdis, os
quais possuem atividade antioxidante comprovada (Angelo et al., 2007). O potencial
antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua estrutura, incluindo néo
somente sua polaridade, como também a natureza e a posicdo dos grupos
constituintes na sua estrutura (Fabri, 2008).

Ja as vitaminas séo substancias organicas que desempenham um importante
papel na manutencdo do bem-estar no nosso dia-a-dia, sendo requeridas em
concentracbes muito reduzidas, para muitos dos processos essenciais do
organismo. Ao ajudarem a proteger o sistema imunitario, apresentam beneficios
para a saude cada vez mais relevantes, bem como sao cofatores em atividades
enzimaticas e antioxidantes. A vitamina C (acido ascorbico) é classificada como
hidrossoluvel e é, geralmente, adicionada a produtos alimentares para inibir a
formacao de metabdlitos nitrosos carcinogénicos (Figura 1). Os beneficios obtidos
de sua utilizac&o terapéutica incluem o efeito protetor contra os danos causados
pela exposicdo as radiacdes e pelos medicamentos, e um possivel papel de
protecdo no desenvolvimento de tumores em humanos (Alberts et al., 2010; Moraes
et al., 2006).

HO

HC O o)
HO” —
HO OH

Figura 1: Estrutura quimica da vitamina C.



Os acidos graxos poli-insaturados, destacando as séries dmega 3 e 6, sao
encontrados em alguns peixes de agua fria, 6leos vegetais, sementes de linhaca,
nozes e alguns tipos de vegetais. Os principais acidos graxos da familia 6mega 3
sdo o alfa-linolénico, o eicosapentanoico (EPA) e o docasahexandico (DHA),
enquanto que na familia 6mega 6 destacam-se o acido linoleico e o araquidénico.
EPA e DHA sao sintetizados nos seres humanos a partir do &cido linolénico, o qual é
o precursor primordial das prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos com
atividade anti-inflamatoria, anticoagulante, vasodilatadora e antiagregante (Pimentel
et al., 2005).

Ja as fibras sdo substancias com alto peso molecular, encontradas nos
vegetais, como 0s grdos, em verduras, raizes e outras hortalicas As fibras séo
residuos de células vegetais que ndo sao digeridas pelo homem, néo fornecendo
calorias. Sao compostas de celulose, oligossacarideos, pectinas, gomas e ceras. Em
concentracdo insuficiente na alimentacdo, por um periodo de tempo demasiado,
pode levar ao surgimento de doencas cronicas, tais como constipacdo intestinal,
doencas cardiovasculares e cancer de intestino (Trowell & Burkitt, 1986).

Vale a pena mencionar que o metabolismo vegetal é dividido em metabolismo
primario e secundario. Contudo, na realidade, ndo existe uma divisdo precisa entre
os dois tipos. Admite-se, porém, gque os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os
acidos nucléicos, que sdo comuns aos seres vivos e fundamentais para a
manutencdo das células, sdo oriundos do metabolismo primério e as substancias
originadas a partir de rotas biossintéticas diversas e, portanto, mais elaboradas, sao
produtos do metabolismo secundario (Bernardes et al., 2010; Campos, 2008).

Em especial, os metabdlitos primarios, além de acdo nutricional, tém sido
investigados por estarem relacionados com a inibicdo da atividade antineoplasica e

atividade antioxidante (Rodrigues et al., 2012, Taiz e Zeiger, 2006).

3.3 Aspectos Nutricionais

Os padrdes alimentares dos individuos séo responsaveis pela grande maioria
dos problemas atuais de saude e conforme a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a ma nutricdo, a qual inclui tanto a subnutrigdo quanto as deficiéncias
especificas e 0 excesso de ingestao de alimentos, continua persistindo em todos os
paises. Dados da OMS também indicam que enquanto 800 milhdes de pessoas nao

chegam a cobrir suas necessidades basicas de energia e proteina, outro contingente



de 600 milhdes sofre com as consequéncias de uma alimentacdo inadequada
(Moraes, 2013; Leterme et al., 2006).

Nesse contexto, percebe-se que a deficiéncia nutricional € uma das maiores
preocupacdes, requerendo atencdo no ambito da saude publica. De acordo com
Leterme et al. (2006), a ingestao regular de frutas e verduras minimiza o risco de
doencas crbnicas ndo transmissiveis como cardiovasculares, cancer, diabetes,
hipertenséao.

Recentemente, ocorre maior énfase nas pesquisas acerca de micronutrientes,
pois se acredita que muitos problemas de saude estéo relacionados, pelo menos em
parte, a insuficiéncia de determinados micronutrientes. Pesquisas comprovam que
as frutas e verduras possuem uma rigueza nutricional em vitaminas A e C, minerais,
fibras e varias moléculas provenientes do metabolismo secundario (Moraes, 2013;
Smolin & Grosvenor, 2007).

No entanto, o que se nota € que os habitos dietéticos estdo orientados por
alimentos ricos em gordura, sal e acucar, e pobres em carboidratos complexos,
vitaminas e minerais, o0 que leva a um aumento no risco de doencas como
obesidade, diabetes, problemas cardiovasculares, hipertensdo, osteoporose e
cancer. Acredita-se que prevencdo dessas doencas esta relacionada com a ingestédo
de frutas e vegetais. As frutas sdo importantes componentes de dieta, responsaveis
por proporcionar uma variedade de cor e textura as refeicbes, bem como por
proporcionar nutrientes essenciais. Sado alimentos com baixo teor de lipidios
(gordura) e baixo teor cal6rico, com concentracdes relativamente pequenas de
proteinas e carboidratos, porém ricas em fibras e diversos micronutrientes
significativos para a dieta humana (Zhi et al., 2003).

As proteinas sdo componentes primordiais das células vivas e sao resultantes
da condensacao de aminoacidos, com formacao da ligacao peptidica (Pinheiro et al.,
2005). Os alimentos ricos em proteina sdo obtidos primariamente da carne ou de
produtos de origem animal, tais como leite e ovos. Essas substancias dispéem de
uma série de fungbes bioldgicas como: regeneracdo de tecidos; catalisadores nas
reacoes quimicas que se dao nos organismos Vivos e que envolvem enzimas ou
hormoénios; sdo necessarias nas reacdes imunoldgicas e, juntamente com acidos
nucleicos, sdo indispensaveis nos fendmenos de crescimento e reproducédo, entre
outras (Ng et al., 2010).



Logo, o valor nutricional das proteinas alimentares esta relacionado ao seu
conteldo em amino4cidos essenciais, associado a sua digestibilidade. Sé&o
comumente encontrados na natureza 20 aminoacidos que podem ser classificados
como essenciais e ndo essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo aqueles que o
organismo ndo € capaz de sintetizar e por isso devem ser incluidos na dieta, séo
eles: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano e valina. Em contrapartida, os aminoacidos ndo essenciais sao aqueles
gue o0 organismo consegue produzir e como exemplo tem-se: alanina, asparagina,
acido aspatrtico, cisteina, acido glutdmico, glutamina, glicina, prolina, serina e tirosina
(Hammond & Jez, 2011).

Entre os nutrientes encontrados nos frutos, os minerais constituem uma
classe de substancias inorganicas presente em todos os tipos. O corpo humano
precisa de cerca de 20 minerais diferentes para funcionar adequadamente. Estes
elementos podem ser classificados em macro e microminerais, sendo indispensaveis
a manutencao da vida, ao crescimento e a reproducéo (Spada et al., 2010)

De acordo com a IDR (Ingestdo Dietética de Referéncia), que séo valores
numéricos estimados de consumo de nutrientes para uso no planejamento e
avaliacdo de dietas para pessoas aparentemente saudaveis (Amaya-Farfan et al.,
2001), os macrominerais sdo necessarios em concentracbes superiores a 100
mg/dia para a populacédo adulta e incluem calcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg),
enxofre (S), sédio (Na), cloro (Cl) e potéssio (K). Os microminerais, necessarios em
concentracdes inferiores a 100 mg/dia para a populacdo adulta, incluem elementos
tais como o ferro (Fe), zinco (Zn), iodo (l), selénio (Se), manganés (Mn), crdmio (Cr),
cobre (Cu), molibdénio (Mo), flior (F), boro (B), cobalto (Co), silicio (Si), aluminio
(Al), arsénio (Ar), estanho (Sn), litio (Li) e niquel (Ni) (Spada, 2010).

O organismo humano possui em sua constituicdo elementar 96% de sua parte
sélida formada pelos compostos de hidrogénio, carbono, oxigénio e nitrogénio, 0s
quais constituem os chamados principios imediatos: agua, proteinas, carboidratos e
lipidios. Os 4% restantes sdo formados pelos minerais, sendo que somente célcio
(1,5%) e foésforo (1%) respondem por 2,5%, cabendo ao 1,5% restante todos os
demais minerais. Logo, o corpo humano, em condi¢gdes normais, excreta diariamente
de 20 a 30 g de minerais e necessita de reposi¢cao imediata por meio da alimentacéo
(Franco, 2004).
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O enxofre (S) € encontrado no organismo como um constituinte de trés
aminoécidos, cistina, cisteina e metionina, e de muitas outras moléculas orgéanicas.
E também um componente essencial de trés vitaminas: tiamina, biotina e &cido
pantoténico. O foésforo (P), como fosfato, participa de varias funcdes essenciais do
corpo: o DNA e o RNA séo baseados no fosfato; a principal forma celular de energia,
o ATP, contém ligacdes de fosfato de alta energia; como parte dos fosfolipideos, o
foésforo estd presente em cada membrana celular do corpo. O potassio (K) esta
envolvido na manutencdo do equilibrio hidrico normal, equilibrio osmotico e o
equilibrio acido-base; juntamente com o célcio, é importante na regulacdo da
atividade neuromuscular e promove o crescimento celular, além de prevenir a
hipertenséo. A ingestdo adequada de calcio (Ca) € necessaria para permitir ganhos
o0timos na massa e densidade 6ssea nos anos pré-puberais e da adolescéncia,
sendo que doses adicionais sdo recomendadas para atender as demandas da
gravidez e lactacdo; além de sua funcdo na construgcdo e manutencao de 0ssos e
dentes, o Ca também tem uma série de papéis metabdlicos nas células de todos os
outros tecidos. O magnésio (Mg) desempenha um importante papel na transmisséo
e atividade neuromuscular (Moraes, 2013).

O boro (B) esta associado a manutencdo da membrana celular. O cobre (Cu)
apresenta maiores concentracbes no figado, cérebro, coracdo e rim e é um
componente de muitas enzimas. O manganés (Mn) também & um componente de
muitas enzimas e esta associado a formacao de tecidos conjuntivo e esquelético, ao
crescimento, a reproducao e ao metabolismo de carboidratos e lipidios. O ferro (Fe)
estd envolvido em muitos aspectos da vida, inclusive na funcdo das hemacias, na
atividade de mioglobina e nos papéis de varias enzimas (prevenindo a anemia);
possui papel no transporte sanguineo e respiratorio de oxigénio e dioxido de
carbono. O zinco (Zn) participa de reacdes que envolvem ou a sintese ou a
degradacdo de metabdlitos principais (carboidratos, lipideos, proteinas) e acidos
nucleicos; desempenha papéis estruturais importantes como componente de
diversas proteinas e funciona como um sinalizador intracelular nas células cerebrais,
estando envolvido na estabilizacdo de estruturas de proteinas e acidos nucleicos e
na integridade de organelas subcelulares, assim como nos processos de transporte,
funcdo imune e expressao da informacao genética (Biesek et al, 2010).

Portanto, o conhecimento dos macro e microminerais presentes na polpa da

graviola, diante das suas funcbes para manutencdo da saude do organismo,
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favorece o aumento do interesse no consumo da fruta, pois a populacdo esta cada
vez mais preocupada com a relacdo entre dieta e salde, associada a prevencao de
diversas doencas, principalmente aquelas classificadas como crbénicas nao
transmissiveis: cancer, diabetes mellitus, hipertenséo, cardiopatia, e outras (Moraes,
2013). Por isso, neste trabalho de pesquisa terdo maior enfoque os lipidios e os

carboidratos presentes em A. muricata L.

3.3.1 Lipidios

O termo “lipidio” pode ser definido como uma classe de compostos orgéanicos
gue sdo insollveis em agua, mas sollveis em solventes organicos (acetona, éter e
cloroférmio). S8o compostos altamente energéticos e atuam como transportadores
das vitaminas lipossollveis. Os lipidios simples sédo conhecidos como 6leos e
gorduras, que soO diferem entre si na aparéncia fisica, uma vez que a temperatura
ambiente, os 6leos tém aspecto liquido e as gorduras aspecto pastoso ou solido. Ja
os lipidios compostos abrangem os fosfolipidios, as ceras, entre outros, e 0s
derivados, como os acidos graxos e esterois (Fahy et al., 2011).

Também podem ser classificados quanto ao comprimento da cadeia de
carbono e quanto a saturacdo da cadeia. As gorduras saturadas estédo relacionadas
ao aumento do nivel de colesterol sanguineo enquanto que as gorduras insaturadas
estdo envolvidas com a diminuigdo dos niveis de colesterol total no sangue, atuando
principalmente na reducédo de colesterol ruim. A substituicdo da ingestdo de
gorduras saturadas, presentes em maior concentracdo em alimentos de origem
animal, pelas insaturadas esta relacionada ao efeito protetor contra o surgimento de
doencas coronarianas (Manhaes, 2007).

Os lipidios constituem um grupo de diversos compostos que possuem muitas
fungbes biologicas importantes, tais como funcdo estrutural em membranas
celulares e fontes de armazenamento de energia, participando também de vias de
sinalizacdo (Fahy et al., 2011). Os teores de lipidios de fontes vegetais tém atraido a
atencdo dos pesquisadores devido as suas propriedades especificas que
possibilitam que esses compostos organicos possam ter a funcdo de agente
emulsionante para uma ampla variedade de produtos que vao desde vacinas,

alimentos, cosméticos e produtos de cuidados pessoais (Adams et al., 2012).
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A maioria dos tipos de lipidios no organismo é derivada dos acidos graxos e
em segundo plano dos colesterdis. Acidos graxos (Figura 2) sdo &cidos
monocarboxilicos de cadeia normal que apresentam o grupo carboxila (~COOH)
ligado a uma longa cadeia alquilica, saturada ou insaturada. Como nas células vivas
dos animais e vegetais os acidos graxos sao produzidos a partir da combinacdo de
acetilcoenzima A (acetil Co-A), a estrutura destas moléculas contém numeros pares
de atomos de carbono. Mas existem também acidos graxos impares, apesar de mais

raros (Melo Filho & Vasconcelos, 2011).

A~

Figura 2: Estrutura quimica basica dos acidos graxos (Adams et al., 2012).

Em relacdo a cadeia carbbnica, os acidos graxos podem ter somente ligacdes
simples (saturados) ou apresentar uma ou mais duplas ligagdes (insaturados). Os
sufixos —oleico, -linoleico e —linolénico séo acrescentados no nome da molécula
quando ela possui 1, 2 ou 3 insaturacdes (Tabela 1).

Na biossintese de lipidios (Figura 3), a glicose presente no interior da célula
entra no ciclo da glicélise, desse modo gerando acido piravico, esse acido acaba
sendo convertido em acetil coenzima A e malonil Co-A. Assim, a sintese dos acidos
graxos comeca com a carboxilagdo de acetil-CoA a malonil-CoA. Essa reacéo
irreversivel € a etapa de controle da sintese dos acidos graxos. A sintese de malonil-
CoA é catalisada pelo complexo multienzimatico acetil-CoA carboxilase, que contém
biotina como grupamento prostético. A carboxila da biotina é ligada covalentemente
ao grupamento -amina de uma lisina. A acetil-CoA carboxilase € separada em trés
grupos funcionais contendo: a) a proteina transportadora de biotina; b) a biotina
carboxilase, que ativa o CO, pela sua ligagdo a um atomo de nitrogénio no anel da
biotina em uma reacdo dependente de ATP e c) a transcarboxilase, que transfere o
CO, ativado da biotina para acetil-CoA, produzindo malonil-CoA (Melo Filho &
Vasconcelos, 2011; Lehninger et al., 2002).



Tabela 1: Principais acidos graxos registrados na literatura.
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Esqueleto Estrutura Nome sistematico Nome
carbdnico dos acidos comum
12:0 CH3(CH3)10COOH Ac. n-dodecanoico Ac. Laurico
14:0 CH3(CH3)1,COOH Ac. n- Ac. Miristico
tetradecanoico
16:0 CH3(CH3)14COOH Ac. n- Ac. Palmitico
hexadecanoico
18:0 CH3(CH>)16COOH Ac. n- Ac. Esteérico
octadecanoico
20:0 CHs(CH3)1sCOOH ) _ _ Ac.
Ac. n-eicosanoico o
Araquidico
24:0 CH3(CH3)2,COOH Ac. n- Ac.
tetracosanoico Lignocérico
16:1(A%) CH3(CH,)sCH = Ac. cis-9- Ac.
CH(CH,);COOH hexadecenoico Palmitoleico
18:1(A% CH3(CH,);CH = Ac. cis-9-
CH(CH,);COOH octadecenoico Ac. Oleico
Icosatetraenoico
18:2(A%1?) CH3(CH,)4CH = CHCH,CH | Ac. cis-cis-9,12- | Ac. Linoleico
= CHCHzCH octadecadienoico
CH(CH,);COOH
18:3(A%*21°) CH3CH,CH = CHCH,CH Ac. cis-,cis-,Cis- Ac. a-
CHCH,CH = 9,12,15- linolénico
CH(CH);COOH octadecatrienoico
20:4(A>%*) | CH3(CH,)4CH CHCH,CH = | Ac. cis-,cis-,cis-,cis- Ac.

CHCH,CH CHCH,CH =

CH(CH,)sCOOH

5,8,11,14-

icosatetraenoico

araquidénico

Melo Filho & Vasconcelos, 2011; Beltrédo & Oliveira, 2007; Lehninger et al., 2002.
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Apés, a cadeia de reagbBes prossegue com as etapas de condensacao,
reducdo, desidratacdo e reducdo de dupla ligacdo. Na condensacao ocorre a
formacéo de acetoacetil-ACP a partir do malonil e acetil. Em continuidade, acontece
a transferéncia de 2 carbonos de malonil para o acetil onde ha formacéo de ceto-
acil-ACP. Depois, ocorre a reducédo de acetoacetil e formacdo de D-R-hidroxibutiril-
ACP. Nessa etapa é utilizado NADPH (nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato).
Apoés, ocorre a etapa de desidratagcdo onde ha eliminacdo de H,O do D-R3-
hidroxibutiril-ACP e liberagao de transA?butenoil-AC e por fim acontece a etapa de
reducdo de dupla ligacdo onde a dupla ligacdo de transA2butenoil-ACP é reduzida
havendo a formacdo de 4 atomos de carbono saturados (Beltrédo & Oliveira, 2007;
Lehninger et al., 2002).

Assim o ciclo segue, tendo no final, a sua cadeia aumentada em 2 atomos de
carbono e volta para o inicio, onde o malonil é ligado ao grupo -SH vazio da
fosfopantoteina da ACP (Beltrdo & Oliveira, 2007; Lehninger et al., 2002).

HS

KS | _MT
A : A P
Acetil—S—CoA = \p\) ==

0 ER HD

CHy—C ) - @Transferénciado

S.CoA =it~y grupamento butiril da
o HS—CoA K, T ACP para a sintetase (KS)
e=c-3 |V .. ar & A'VB KR
K L NT 7 @ HD 6\

0 0 s "/ Ma e
2 By X Ol CHy €My~ €8
C—CHyC = | g -
0 S.CoA, e
Mzlonil—S—CoA . A kS, T
8 HSLod o OB o Butiril-ACP
L O CHy ER HD
Complexo Ac. -
Graxosintase 3
KS T KEA = -
carregadocom AT ('w\) KR NADP @Redugao da
um acetil e um w | W NADPH + ligacdo dupla
malonil - H.'" E »
®Condensacdo n
o . COZ - KS _ _MT
CHy—C—OMy— C—§ M Nl 5 AT { m‘?) W

' us - R HD
NADPH
Ks MT

Pl T ARD - KS | MT H20
e |2 5 HD ) o
' @Desidratacao

B-cetobutiril-ACP B Hidroxibutiril-ACP
@Redugdo do grupamento B-ceto

Figura 3: Biossintese de acidos graxos (Beltrdo & Oliveira, 2007; Lehninger et al.,
2002).

Trans-A2-Butenoil-ACP
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Em relacdo & absorcdo dos lipidios na dieta, verifica-se que apos hidrélise na
cavidade oral e no estdbmago, os lipidios da dieta sdo emulsificados no duodeno com
a ajuda dos acidos biliares. Os lipidios e os sais biliares interagem para formar as
micelas. As micelas sdo formadas por triacilglicerdis, ésteres de colesterol e
fosfolipideos, que séo digeridos com ajuda da lipase e colipase, subsequentemente,
os lipidios digeridos entram passivamente nos enterdcitos. Os &cidos graxos de
cadeia curta sdo transportados no sangue ligados a albumina. A absorcdo dos
acidos graxos poli-insaturados para dentro dos enterocitos é facilitada por uma
“proteina ligante de acidos graxos” (FABP). A FABP & uma pequena proteina que
tem grande afinidade por &cidos graxos de cadeia longa. ApGs absorcéo, os acidos
graxos de cadeia longa sado esterificados novamente a triacliglicerol por
aciltransferases, e séo liberados na circulacéo linfatica como quilomicrons (Moreira
et al., 2002).

3.3.2 Carboidratos

O termo “carboidrato” surgiu por se acreditar que os atomos de carbono
estavam de alguma maneira combinados com a agua (hidratos de carbono), de
acordo com a férmula empirica dos acglcares mais simples: Cn(H20),, embora esta
definicdo ndo seja adequada para os oligo- e polissacarideos. Eles podem ser
chamados, de uma maneira geral, de glicidios, amido ou agucar (Ghazarian et al.,
2011; Manhaes, 2007).

Sao divididos em trés grandes grupos: monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos. Este ultimo grupo € constituido pela celulose e hemicelulose, que
sdo constituintes da parede celular e, pelo amido que é formado principalmente por
sacarose, sendo armazenado na forma de amilose e amilopectinas. No grupo dos
monossacarideos estdo as pentoses (ribose e desoxirribose) e as hexoses tais como
a glicose, frutose, levulose e galactose. Ja os oligossacarideos, formados pela
conexdo de dois a dez monossacarideos, sdo representados pela sacarose, lactose,
maltose, rafinose e estaquiose. A invertase € a enzima responsavel pela hidrolise da
sacarose produzindo frutose e glicose livres (Taiz e Zeig, 2013).

A origem do nome carboidratos, ou seja, carbonos hidratados, se deve ao fato
destes serem produtos da reagdo de fotossintese. Assim, as plantas se utilizam do

CO; e da H;0, na presenca de luz para sintetizar "carbonos com agua" ou carbonos
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hidratados. Os produtos da fotossintese sédo a D-glicose (6 carbonos) e os polimeros
dela. A equacéo de fotossintese pode entédo ser escrita:

6 CO, + 6 H,O — CgH1205 + 6 O,

A formula conformacional da glicose pode ser na conformacao espacial « e (3,
sendo estas indicativas da posicdo do grupo hidroxila pertencente ao carbono
anomérico da glicopiranose. A configuracdo para «-glicose € cis e para 3 é trans. A
primeira reage instantaneamente com &cido borico e a segunda apoOs sofrer
mutarrotacao (processo pelo qual compostos andmeros ciclicos, em agua, podem se
abrir, passando por uma fase intermediaria aciclica e retornando para a fase ciclica,
de forma a existir um equilibro entre os anémeros ciclicos « e 3 em solucdo). Um
dos isbmeros, a «-D-glicopiranose, € cristalino e com a repeticdo das unidades
resultard em amido e glicogénio. A forma R-D-glicopiranose é encontrada em
pigmentos vegetais e é a unidade formadora da celulose (Melo Filho & Vasconcelos,
2011).

E interessante notar que tanto nas plantas como nos animais a D-glicose é o
carboidrato mais utilizado pelas células e o Unico a compor a reserva energética
destes diferentes seres. Além disso, na natureza e principalmente no meio aquoso,
os carboidratos adquirem a forma ciclica, pois se tornam moléculas mais estaveis. A
ciclizacao dos agucares ocorre nas moléculas com 5 ou mais carbonos por meio da
carbonila e o carbono assimétrico mais distante desta (Junior, 2008; Lehninger et
al., 2002).

Na molécula da glicose a ciclizacéo ocorre entre o carbono 1 com o carbono
5, resultando em uma estrutura contendo 6 atomos na formacédo do anel. Esta forma
assumida é semelhante a da estrutura quimica do pirano e a glicose é chamada de
D-glicopiranose (Lehninger et al., 2002).

Em relacéo a biossintese de carboidratos, a gliconeogénese € a rota pela qual
a glicose € sintetizada a partir de compostos aglicanos, sendo a maior parte deste
processo realizado no figado e uma menor parte no cértex dos rins. Em humanos,
0S principais precursores sao: lactato, glicerol e aminoacidos, principalmente
alanina. Nos vegetais, 0 processo para producéo da glicose é a fotossintese (Figura
4).
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Figura 4: Esquema da sintese de carboidratos a partir de precursores simples.
(Adaptado de Lehninger et al., 2002).

O processo de gliconeogénese superpde-se ao da glicélise, sendo que,
iniciando pelo piruvato, a maioria das reacdes de sintese de glicose é no sentido
inverso ao da glicélise. As enzimas envolvidas na catalizacdo desses passos sao
reguladas para que, ou glicélise, ou gliconeogénese predomine, dependendo das
condicdes fisiologicas. A maior parte das etapas da gliconeogénese usa as mesmas
enzimas que catalizam o processo da glicolise, porém, o fluxo de carbonos, é claro,
€ na direcao reversa (Lieberman & Marks, 2009).

Todavia, ha pontos em que as reacOes da glicolise sao irreversiveis in
vivo (por liberarem energia livre em forma de calor): converséo de glicose em glicose
6-fosfato pela hexoquinase, a fosforilacdo da frutose 6-fosfato em frutose 1,6-
bisfosfato pela fosfofrutoquinase-1 e a conversao de fosfoenolpiruvato em piruvato

pela piruvato quinase. Para contornar essas barreiras energéticas, reagbes e
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enzimas especiais sao necessarias. O piruvato é inicialmente transportado para o
interior da mitocondria, onde a enzima piruvato carboxilase, que requer a coenzima
biotina, o converte em oxaloacetato. Esta reacdo exige também a acetil-CoA como
efetor alostérico positivo e a piruvato carboxilase é a primeira enzima da via que
possibilita a regulagéo da gliconeogénese (Junior, 2008; Lehninger et al., 2002).

Com o consumo de NADH a enzima malato desidrogenase mitocondrial
converte o oxaloacetato a malato, que entdo deixa a mitocondria por intermédio de
um transportador especifico presente na membrana mitocondrial interna. No
citoplasma ele é reoxidado em oxaloacetato com a producdo de NADH. Apdés,
ocorre a conversdo do oxaloacetato em fosfoenolpiruvato pela fosfoenolpiruvato
carboxiquinase utilizando Mg®* e GTP (guanosina difosfato) (Lehninger et al., 2002).

A reacao final da gliconeogénese é a conversdo da glicose-6-fosfato em
glicose por meio do processo de desfosforilagdo pela enzima glicose-6-fosfatase.
Esta enzima também requer Mg* e é encontrada no reticulo endoplasmaético de
hepatdcitos e células renais. Ainda, a glicélise e a gliconeogénese sao reguladas de
forma reciproca por alosterismo e modificacBes covalentes para impedir a operacéo
improdutiva das duas vias ao mesmo tempo (Garrett & Grisham, 2002).

Nesse conexto, ressalta-se que todas as frutas e verduras contém
carboidratos, os quais também podem ser encontrados em alguns produtos
derivados do leite. Por meio da fotossintese, as plantas armazenam carboidratos
como sua principal fonte de energia (Melo Filho & Vasconcelos, 2011).

BN

Quando alimentos a base de vegetais sao ingeridos, essa energia
armazenada é colocada em uso dentro do organismo. Embora a proteina e a
gordura possam ser utilizadas para produzir energia, o carboidrato € a fonte de
combustivel mais facil para o organismo usar e, por isso, a preferida. Isso se deve
principalmente a estrutura quimica béasica do carboidrato, ou seja, as unidades de
carbono, hidrogénio e oxigénio (Lieberman & Marks, 2009).

E importante salientar que os carboidratos s&o imprescindiveis para a
sobrevivéncia, principalmente a glicose, visto que para o cérebro humano e o
sistema nervoso, assim como para 0s eritrocitos, os testiculos, a medula renal e os
tecidos embridnicos, a glicose sanguinea & a uUnica ou principal fonte de energia.
Apenas o cérebro requer cerca de 120g de glicose a cada dia - mais do que metade
de toda a glicose armazenada como glicogénio em musculos e figado. Em longo

prazo, todos os tecidos também requerem glicose para outras funcdes, tais como a
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sintese da ribose dos nucleotideos ou da porcdo carboidrato de glicoproteinas e
glicolipideos. Portanto, para sobreviver, 0s organismos precisam ter mecanismos
para manutencao dos niveis sanguineos de glicose (Lieberman & Marks, 2009).

Em relacdo a digestdo dos carboidratos, esta se inicia na saliva onde ocorre o
processo quimico de separar o alimento em seus componentes. Depois, no
estbmago, o carboidrato € dilacerado pelas contragcBes musculares e pelos acidos
gastricos para obter os acucares contidos nele. As fibras diminuem a velocidade
com que este processo ocorre visto que aumentam o esforco do estbmago para
alcancar os acgucares e amidos dos carboidratos. Além das fibras, gorduras e
proteinas também retardam a velocidade com a qual o estbmago age sobre os
carboidratos. Assim, consumir um pouco de proteina ou gordura saudavel junto com
carboidratos pode ser sim muito benéfico (Melo Filho & Vasconcelos, 2011).

Na digestao, o organismo extrai os agucares dos carboidratos e os transforma
em combustivel, que podera ser queimado ou armazenado. A queima de quase todo
o combustivel significa que a pessoa é suficientemente ativa para fazer uso eficiente
dos alimentos que consome. O excesso de combustivel armazenado resulta em
gordura corporal (Cargill, 2012).

Os alimentos ricos em carboidratos fornecem a energia necessaria para o
funcionamento do organismo humano. E com a energia obtida dos carboidratos que
se tem forca para locomover, trabalhar e realizar as atividades cotidianas. Por este
mesmo motivo, 0s carboidratos sdo muitas vezes considerados inimigos do
emagrecimento, jA que combustivel estocado se transforma em gordura, que se
deposita sob o tecido adiposo, gerando ganho de peso. Com uma alimentacdo
balanceada, adequada em carboidratos de acordo com o peso, a altura e a idade,

isso ndo acontece (Cargill, 2012).

3.4 Radicais Livres versus Antioxidantes

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas constantemente no corpo
humano. Todos os organismos vivos aerobios, como o homem, utilizam o oxigénio
na producdo de energia. Cerca de 95 a 98% do oxigénio consumido durante a
respiracdo celular € para a producdo de energia, o restante produz EROS por

processos catabdlicos e anabdlicos (Soares, 2013).
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Diversos locais dentro da célula podem gerar EROs. As mitocdndrias sao
consideradas como a fonte da maioria das EROs, especificamente do radical anion
superéxido (O27). As reacdes que geram ATP na mitocondria requerem elétrons de
substratos reduzidos para serem passados ao longo da cadeia de transporte de
elétrons. Elétrons que “vazam” deste processo reagem com o oxigénio molecular
(O,) gerando o radical anion superoxido. Esse radical € um mediador importante em
inimeras reacdes oxidativas em cadeia e também é um precursor para muitas
outras ERO. Outras fontes importantes de ERO intracelular sdo: NADPH oxidases
(gera anion superoxido), 6xido nitrico sintases (gera Oxido nitrico) e lipoxigenases
(gera hidroperoxidos de acidos graxos). Além de serem geradas no metabolismo
celular, as EROs podem ser produzidas em resposta a diferentes estimulos externos
com radiacao ionizante, poluicdo, agentes oxidantes e quimioterapicos (Halliwell &
Gutteridge, 2007; Halliwell, 1991).

As EROs em baixos niveis e em condi¢gbes normais possuem um papel
importante em seres vivos. Um exemplo de suas fungbes no organismo é na
resposta imune a infeccfes. Os fagoécitos em geral possuem um mecanismo de
defesa contra corpos estranhos onde ocorre um alto consumo de oxigénio,
geralmente denominado queima ou explosdo respiratéria. Nesse processo, 0
oxigénio consumido é convertido em anion superoxido através do complexo da
NADPH oxidase, que € usado para eliminar bactérias e particulas engolfadas pelos
fagdcitos no processo chamado de fagocitose (Halliwell e Gutteridge, 2007; Droge,
2002).

Héa evidéncias de que as EROs também desempenham um papel importante
na sinalizacdo celular (Ray et al., 2012). Entretanto, devido a sua elevada
reatividade, o acumulo de ERO, ou seja, de radicais livres, além das necessidades
imediatas da célula pode afetar a estrutura celular e a integridade funcional, ao
provocar a degradacdo oxidativa de moléculas criticas, tais como o DNA, as
proteinas e os lipidios (Cui et al., 2004).

As EROs incluem inimeras moléculas quimicamente derivadas do oxigénio e
abrangem espécies radicalares, como o radical hidroxil (OH") e o anion superéxido
(O27), bem como espécies nao-radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H,O5)
(Soares, 2013). Logo, as moléculas organicas e inorganicas e os atomos que
contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser

classificados como radicais livres (Halliwell, 1994). Essa configuracdo faz dos
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radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e

quimicamente muito reativas. Algumas espécies de radicais livres:

0O, oxigénio singlete
oFy radical superoxido
OH radical hidroxila
NO oxido nitrico

ONOO" peroxinitrito

Q radical semiquinona

Devido a sua alta reatividade, o radical OH" é provavelmente o radical capaz
de causar mais danos aos sistemas bioldgicos do que qualquer outra ERO. Ele
reage rapidamente com a maioria das biomoléculas presentes em uma célula viva:
acucares, aminodcidos, fosfolipidios, DNA e &cidos organicos. O radical é formado
pelo H,O, na reacéo catalisada por ions metélicos (Fe* e Cu*), muitas vezes ligados
em complexos com diferentes proteinas ou outras moléculas (Soares, 2013).

A reacdo deste radical (OH") com biomoléculas normalmente produz outro
radical de menor reatividade, o qual também pode atacar lipidios, proteinas e acidos
nucleicos. Um exemplo é o radical peroxil (RO") que é formado pelo ataque do OH’
a compostos organicos. A capacidade do OH" em lesar as células é superior as
demais EROs, ja que o organismo nao dispde de um sistema enzimatico de defesa
contra ele. Por isso, a melhor defesa que a célula tem contra este radical € evitar
gue o mesmo seja gerado. Por esta razdo as células mantém um rigido controle
sobre a homeostase metalica. O transporte de metais é altamente regulado e os
ions metélicos sdo mantidos em sua valéncia mais alta ou estdo em alguma forma
complexados a enzimas e proteinas onde sdo armazenados e/ou fazem parte
funcional das mesmas (Halliwell e Gutteridge, 2007; Fridovich, 1998; Halliwell,
1991).

O O," é formado a partir do oxigénio pela adicdo de um elétron e, apesar de
ser um radical, ndo é altamente reativo. A formacao de O, acontece especialmente
em ambientes aerdbios ricos em elétrons, como a cadeia de transporte de elétrons,
gue parece ser a fonte mais importante de O, em muitas células aerébicas. O O,
também é gerado por algumas enzimas como a xantina oxidase e flavoproteinas. O

dano biolégico direto causado pelo O,” é altamente seletivo e frequentemente
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envolve reacdes com outros radicais (ex. NO’) ou com ions de ferro em proteinas
ferro-enxofre (Soares, 2013).

Apesar de ndo ser um radical livre, o H,O, atua como subproduto na
formacéo de radicais reativos via oxidacdo com metais de transicdo. O H,O, pode
atravessar rapidamente as membranas celulares, e uma vez dentro, pode reagir com
fons de ferro e cobre gerando o OH’ que é altamente reativo. Esse radical é
produzido por enzimas como: xantina, urato e D-aminoacido oxidases. Além disso,
todo sistema biolégico que gera O, também gera H,O; através da dismutacédo de
duas moléculas de O,". Outra fonte de H,O, é a B-oxidagdo de acidos graxos. O
H,O, é um agente fracamente redutor e oxidante. Por exemplo, ndo ocorre oxidacao
guando DNA, lipidios ou proteinas séo incubadas com H,0,, até mesmo em niveis
milimolares de H,O,. Entretanto, o H,O, parece ser capaz de inativar algumas
enzimas diretamente, como a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, através da
oxidacao de grupamentos tibis no sitio ativo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Assim, a formacdo de radicais livres in vivo ocorre via agdo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicéo a fatores exdgenos, tais como medicamentos,
radiacbes gama e ultravioleta (UV), cigarro, dieta e ozénio. Contudo, na condicdo de
pré-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior geracao
intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes. O desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares
pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (Bianchi & Antunes,
1999).

Uma condicdo de estresse oxidativo € gerada quando a célula acumula um
excesso de ERO. Isso ocorre quando a producdo de ERO excede as defesas
celulares. Todas as células ativas produzem certa quantidade de ERO, mas o
sistema antioxidante mantém os niveis baixos. Como um efeito passivo, as ERO
podem danificar as células através do dano oxidativo em lipidios, proteinas e DNA
(Covarrubias et al., 2008).

A peroxidagao lipidica é provavelmente o tipo de dano mais explorado em
pesquisas quando se trata de ERO. Os acidos graxos poli-insaturados séo, por ter
multiplas ligacdes duplas, excelentes alvos para o ataque de radicais livres
(Nordberg e Arnér, 2001). O processo de peroxidacdo lipidica consiste em trés

estagios: iniciacdo, propagacao e terminacao (Vasudevan et al., 2011).
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O acumulo de danos oxidativos em lipidios, proteinas e no DNA esta
relacionado com a patogénese de diversas doencas como cancer, diabetes,
inflamacfes, doenca de Parkinson, doencas cardiovasculares, aterosclerose,
ischemia-reperfusdo e no envelhecimento acelerado. Além disso, 0 estresse
oxidativo gerado pelas ERO pode reduzir a expressédo de genes relacionados com
as enzimas antioxidantes. Os niveis anormais de ERO e o declinio das defesas
antioxidantes podem levar ao dano celular de organelas e enzimas, aumentando a
peroxidacao lipidica e desenvolvendo resisténcia a insulina, por exemplo (Maritim et
al., 2003). A producédo excessiva de ERO no diabetes pode gerar disfuncdes
endoteliais que estdo diretamente relacionadas com um aumento no risco de
doencas cardiovasculares e aterosclerose (Pennathur & Heinecke, 2007).

Desta forma, a utilizacdo de moléculas antioxidantes presentes na dieta ou
mesmo sintéticas € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que
podem ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também
na medicina, sendo que muitas vezes 0s proprios medicamentos aumentam a
geracao intracelular desses radicais (Bernardes, 2011; Weijl et al., 1997; Halliwell et
al., 1995; Doroshow, 1983).

Os antioxidantes sao substancias que em baixas concentracdes, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de
metais, retardam ou previnem a velocidade da oxidag¢do, prevenindo o
desenvolvimento de muitas doencas e contribuindo para uma maior longevidade
(Moraes, 2013; Pietta, 2000).

Um bom antioxidante possui substituintes doadores de elétrons ou de
hidrogénio ao radical, em funcdo de seu potencial de reducdo; capacidade de
deslocamento do radical formado em sua estrutura; capacidade de quelar metais de
transicéo implicados no processo oxidativo e acesso ao local de acéao, dependendo
de sua hidrofilia ou lipofilia (Manach et al., 2004).

Os agentes antioxidantes podem ser classificados em antioxidantes
enzimaticos ou ndo-enzimaticos. O balanco entre a producdo e a degradacdo de
ERO mantém a homeostase celular (Covarrubias et al., 2008).

Entre os antioxidantes enzimaticos encontram-se: superéxido dismutase,
catalase, NADPH-quinona oxidoredutase e glutationa peroxidase. Ja entre os
antioxidantes nao-enzimaticos sdo aqueles que, em sua maioria, precisam ser

adquiridos pela alimentacdo, sendo os mais comuns glutationa reduzida (GSH),
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tiorredoxina (Trx), a-tocoferol (vitamina E) curcumina, p-caroteno, acido ascorbico
(vitamina C), flavonoides, proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina e a L-
cisteina (Bianchi & Antunes, 1999).

A GSH é um tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina) sintetizado pela acgéo
catalitica da y-glutamil-cisteinil-sintetase e da glutationa sintetase. Esta envolvida na
detoxificacdo de peréxidos orgéanicos e inorganicos, bem como pode interagir com
outras espécies reativas como OH" e O, (Holmgren et al., 2005). Uma vez que a
GSH é oxidada gerando a glutationa oxidada (GSSG), a forma reduzida pode ser
regenerada através da enzima GSH redutase. A GSH € utilizada por uma série de
enzimas como a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa-S-transferase. O balanco
entre GSH e GSSG é uma maneira de determinar o estado redox dentro da célula
(Covarrubias et al., 2008). Por outro lado, tiorredoxinas (Trx), assim como
glutarredoxinas (Grx) sdo pequenas proteinas que contém um sitio ativo com um
dissulfeto redox-ativo. Essas proteinas mantém o estado redox na célula reduzido
através da reducdo de proteinas com grupamento tiol (Holmgren et al., 2005). A
regulacdo redox € uma importante funcdo em eventos biolégicos como a ativacdo de
enzimas, expressao génica seletiva, sintese do DNA e regulacéo do ciclo celular. As
tiorredoxinas regulam as transdugdes de sinais extra e intracelular, os mecanismos
de transcricdo, o crescimento celular e o metabolismo de glicose e lipidios
(Watanabe et al., 2010).

As enzimas antioxidantes atuam em conjunto para remover varias ERO
produzidas por reacdes de radicais livres. As enzimas superéxido dismutases (SOD)
catalizam a dismutacdo de O, a H,O, e O, (Covarrubias et al., 2008; Halliwell &
Gutteridge, 2007) Nessa reacao, duas moléculas de superoxido formam peréxido de

hidrogénio e oxigénio. A reacao catalisada por SOD é extremamente eficiente.
20, + 2H" 30 H,0, + O,

A glutationa peroxidase (GPx) é outra enzima que converte o H,O, em agua.
Além disso, ela também atua na protecdo contra peroxidos organicos. A GPx é
dependente de selénio e necessita da presenca de glutationa reduzida (GSH)
(Soares, 2013).

Existem ainda as PHGPx (fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase),

gue sdo enzimas associadas a membrana, capazes de reduzir peroxidos organicos.
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Essas enzimas sdo as principais na reparacdo de peroxidos lipidicos na membrana
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Os mecanismos de sistemas antioxidantes atuam cooperativamente. A
auséncia de uma das defesas acarreta um desequilibrio no estado redox da célula,
podendo leva-la a um aumento na sensibilidade a agentes oxidantes intra ou
extracelular (Droge, 2002).

Verifica-se que os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos
organismos: o primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a
sua formacéo, principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o
cobre. Os antioxidantes s&o capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipidios,
0s aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados e
as bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e
carotenoides sdo extremamente importantes na intercepcdo dos radicais livres.
Outro mecanismo de protecdo é o reparo das lesGes causadas pelos radicais.
Portanto, esse processo esta relacionado com a remoc¢do de danos da molécula de
DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Em algumas
situacdes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em resposta a geracao desses
radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes (Bianchi & Antunes,
1999).

3. 5 Antioxidantes na Dieta

Em adicdo aos efeitos protetores dos antioxidantes endégenos (tais como
glutationa sintetase, catalase, superoxido dismutase, entre outros), a inclusdo de
antioxidantes na dieta € de grande importancia, pois o consumo de frutas e vegetais
esta relacionado com a diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencas
associadas ao acumulo de radicais livres (Soares, 2013).

Os antioxidantes também tém sido relacionados com a diminuicdo de efeitos
colaterais advindos do uso de farmacos antitumorais como, por exemplo, a
nefrotoxicidade, que é um dos principais efeitos colaterais da terapia com a
cisplatina (farmaco antitumoral). Evidéncias mostram que a nefrotoxicidade induzida

pela cisplatina é atribuida ao dano oxidativo resultante da geracédo de radicais livres
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e que a administracdo de antioxidantes é eficiente na inibicAo destes efeitos
colaterais em modelos animais. Uma abordagem alternativa para prote¢ao contra os
efeitos colaterais da cisplatina € o uso de conhecidos antioxidantes da dieta tais
como, vitaminas C e E, curcumina, selenito de sédio e o carotenoide bixina (Antunes
& Bianchi, 2004).

Logo, os antioxidantes da dieta poderiam atuar como quimioprotetores,
prevenindo contra os efeitos colaterais das EROS, as quais podem causar danos a
proteinas (Gracy et al., 1999), lipideos (Fraga et al., 1987) e acidos nucleicos
(Richter et al. 1988) e o desenvolvimento de canceres secundarios, relacionados
com as mutacdes induzidas pelo estresse oxidativo no DNA (Antunes & Bianchi,
2004).

As interacBes entre antineoplasicos e antioxidantes promovem a
potencializagcdo do mecanismo de acao dos farmacos, resultando em diminui¢cao do
tamanho do tumor com producdo de menores efeitos colaterais, melhoria da
qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos e maior tempo de sobrevida (Santos,
2008).

Nesse sentido, 0s estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado,
principalmente, o uso de nutrientes isolados no tratamento e na prevengao de
doencas. Entretanto, nos alimentos € encontrada uma grande variedade de
substancias que podem atuar em sinergismo na protecdo das células e tecidos
(Hercberg et al., 1998).

A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo depende
dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses
radicais; andlise e métodos para a identificacdo dos danos, e doses ideais para obter
protecdo. Assim, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor
em determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as
lesdes induzidas em outros sistemas, ou tecidos (Halliwell et al., 1995).

A vitamina C, por exemplo, atua na fase aquosa como um excelente
antioxidante sobre os radicais livres, mas ndo € capaz de agir nos compartimentos
lipofilicos para inibir a peroxidacdo dos lipideos. Por outro lado, estudos in vitro
mostraram que essa vitamina na presenca de metais de transi¢éo, tais como o ferro,
pode atuar como uma molécula pro--oxidante e gerar os radicais H,O, e OH..
Geralmente, esses metais estdo disponiveis em teores muito limitados e as

propriedades antioxidantes dessa vitamina predominam in vivo (Odin, 1997).
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Observa-se que existem algumas lacunas com relacdo aos antioxidantes, tais
como: a inexisténcia de recomendacdo para cada antioxidante; falta de
padronizacdo quanto ao real valor antioxidante dos alimentos e possiveis efeitos
toxicos da administracdo de elevadas doses desses compostos (Sucupira et al.,
2012; Silva et al., 2008).

Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados para preservar alimentos,
inclusive como padrdes, constam o hidroxianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno
butilado (BHT), o galato de propila, a terc-butil-hidroquinona e os sorbatos (2,4-
hexadienoatos). A substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais pode
apresentar vantagens devido a implicagbes na &rea de saude e na funcionalidade
(de Oliveira et al., 2009).

Os antioxidantes naturais incluem os tocoferois, vitamina C, carotenoides e
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos existentes nas plantas atuam
protegendo-as contra injarias em seus tecidos, contra a acao de subprodutos
provenientes da fotossintese que podem causar danos e também contra plantas
herbivoras. Muitos desses compostos tém similaridades quanto a estrutura
molecular bésica, em que todos possuem pelo menos um anel aromatico com um
grupo hidroxila ligado a ele, incluindo, principalmente, os acidos fendlicos e
flavonoides, que conferem defesa contra o ataque de radicais livres (Sucupira et al.,
2012).

Antioxidantes naturais, particularmente em frutas e vegetais ganharam um
interesse crescente entre 0os consumidores e a comunidade cientifica, porque os
estudos epidemioldgicos indicaram que o consumo frequente de recursos naturais
antioxidantes esta associado com um menor risco de diversas doencas (Thaipong et
al., 2006; Temple, 2000).

Assim, 0 crescente interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de
plantas deve-se a baixa toxicidade quando comparados aos antioxidantes sintéticos,
tais como o BHT (hidroxibutiltolueno) e o BHA (hidroxibutilanisol). Extratos de frutas,
vegetais, cereais e seus subprodutos industriais tém demonstrado eficaz atividade
antioxidante (Luna et al., 2010).

Nesse sentido, é interessante salientar que os alimentos contém compostos
oxidantes, os quais podem ocorrer naturalmente ou ser introduzidos durante o
processamento para o consumo. Por outro lado, os alimentos, principalmente as

frutas, as verduras e os legumes também contém agentes antioxidantes, tais como
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as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavonoides, carotenoides, curcumina e outros
que sao capazes de restringir a propagacédo das reacdes em cadeia e as lesdes
induzidas pelos radicais livres (Bianchi & Antunes, 1999).

A vitamina E, por exemplo, € um componente dos 6leos vegetais encontrada
na natureza em quatro formas diferentes a, 3, y € -tocoferol, sendo o a-tocoferol a
forma antioxidante amplamente distribuida nos tecidos e no plasma. Os danos
oxidativos podem ser inibidos pela acdo antioxidante dessa vitamina, juntamente
com a glutationa, a vitamina C e os carotenoides, constituindo um dos principais
mecanismos da defesa enddgena do organismo (Bianchi & Antunes, 1999).

Também a vitamina A é um fator importante no crescimento e na
diferenciacdo celular. Além disso, tem apresentado acdo preventiva no
desenvolvimento de tumores da bexiga, mama, estbmago e pele, em estudos
realizados com animais. Estudos epidemiolégicos também mostraram que o
consumo regular de alimentos ricos em vitaminas A e C pode diminuir a incidéncia
de céancer retal e de colon. O B-caroteno, 0 mais importante precursor da vitamina A,
estd amplamente distribuido nos alimentos e possui agdo antioxidante (Bianchi &
Antunes, 1999).

De acordo com estudos clinicos e epidemiolégicos, ha evidéncias de que
antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores que
contribuem para a significativa redugdo da incidéncia de doengas crbnicas e
degenerativas, em populacdes cujas dietas sao altas na ingestdo desses alimentos.
Os compostos fendlicos, entre eles principalmente os flavonoides (Figura 5), tém seu
mecanismo de acao investigado, na busca de identificar qual é sua relagdo com as
propriedades benéficas apresentadas (Moraes, 2013; Torras-Claveria et al., 2012;
Dani et al., 2010).

Em virtude de sua natureza quimica, os flavonoides atuam como agentes
redutores, interrompendo a cadeia da reacdo de oxidacdo através da doacgdo de
elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis, ou complexando com metais, componentes
iniciadores da oxidacao lipidica (Soares, 2013; Ibrahim et al., 2012; Melo et al., 2008;
Angelo & Jorge, 2007; Clavin et al., 2007; Williams et al., 2004; Pelzer et al., 1998;
Husain et al., 1987).
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Figura 5: Estrutura basica dos flavonoides (Harborne, 1994a)

Nesse contexto, a eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em
alimentos de origem vegetal depende de sua estrutura e da sua concentragcao no
alimento. Por sua vez, a concentracdo destas substancias em vegetais é
amplamente influenciada por fatores genéticos e condicdes ambientais, além do
grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos. Sabe-se, ainda,
que a capacidade antioxidante é influenciada pelo substrato utilizado no ensaio, pelo
solvente e pela técnica de extracdo utilizada, bem como pelo bindmio tempo-
temperatura. No que se refere aos solventes organicos, o metanol, por conseguir
extrair elevada concentracdo de compostos bioativos, tem sido apontado como o

mais efetivo (de Oliveira et al., 2009).

3. 6 Métodos de Determinacédo da Atividade Antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos, além de predizer o
potencial antioxidante do alimento antes de ser ingerido, € importante para avaliar a
protecdo contra a oxidacdo e a deterioracdo do alimento, reacdes que podem levar a
diminuicao da sua qualidade e do seu valor nutricional (Lima, 2008).

Foram descritos numerosos métodos de mensuracdo da atividade
antioxidante de substancias e alimentos, mas todos eles tém em comum a presenca
de um agente oxidante, um substrato adequado e uma estratégia de medida do
ponto final (Lima, 2008).

Os métodos que determinam a atividade antioxidante de alimentos sao
classificados em dois grupos: o primeiro se baseia na captura de radicais livres
(indireto); o segundo, na determinacdo da oxidacdo de uma molécula alvo (direto)
(Sucupira et al., 2012).
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A capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de varios parametros,
incluindo a remocédo de um radical: ORAC - oxygen radical absorbance capacity,
TRAP - total reactive antioxidant potential; a capacidade de reducéo de metal: FRAP
- ferric reducing antioxidant Power e CUPRAC - cupric ion reducing antioxidant
capacity; a capacidade de remocéao de radical organico: ABTS - 2,20-azino-bis (acid
3-ethylbenzthiazoline-6-sulfénic) e DPPH - 2,2-difenyl-1-picrylhydrazil;, e a
quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipideos: TBARS, a
oxidacdo do LDL, co-oxidacdo do [B-caroteno) (Sucupira et al., 2012; Sanchez-
Moreno et al., 1998).

As metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante sao
numerosas e podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em
fundamentos diversos. Dessa forma, levando-se em conta os pontos fortes, pontos
fracos e aplicabilidade de cada tipo de ensaio, atualmente preconiza-se a utilizagéao
de duas ou mais técnicas, jA& que nenhum ensaio usado isoladamente para
determinar a capacidade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade
antioxidante total” de uma amostra (de Oliveira et al., 2009; Prior et al.,, 1999;
Sanchez-Moreno et al., 1998).

De antemédo, é necesséario frisar que a comparacdo da capacidade
antioxidante entre os diferentes métodos nao é feita em valores absolutos, pois cada
método tem sua propria escala de valores. Uma padronizacdo € urgentemente
requerida e deve seguir o0s critérios estabelecidos de: utilizar moléculas
biologicamente relevantes; ser tecnicamente simples; com ponto final e mecanismo
quimico bem definidos; com instrumentacdo facilmente disponivel; ter boa
repetibilidade e reprodutibilidade e ser adaptavel para ensaios de antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos (de Oliveira et al., 2009).

O método de branqueamento de B-caroteno, que avalia o nivel de inibicdo dos
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &acido linoleico, € bastante
conhecido (Duarte-Almeida et al., 2006). Porém, os métodos FRAP, ABTS, DPPH
sé&o mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in vitro (Tabela 2).

Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante total (AAT) propostos na
literatura séo diversos, porém alguns sdo mais apropriados que outros, dependendo
da natureza dos compostos presentes na constituicdo de cada fruta. Deste modo,
existem métodos para frutos ricos em compostos hidrofilicos e métodos para frutos

ricos em compostos lipofilicos (Sucupira et al., 2012).
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos principais métodos antioxidantes.

Método Vantagens Desvantagens
FRAP Aplicavel em amostras de Exige sistema aquoso e
alimentos, bebidas e nao detecta compostos
substéancias puras, gue agem por meio da
simples, rapido e nédo doecéo de atomos de
requer equipamentos hidrogénio.
sofisticados.
ABTS Utilizado em amostras O radical catidnico ABTS™
hidrossoluveis e gerado pela ativacao da
lipossoluveis, excelente metamioglobina com
estabilidade, rapido, peréxido de hidrogénio
resultados reprodutiveis, pode sofrer interferéncia.
oferece varios maximos
de absorcao e uma boa
solubilidade
DPPH Muito rapido, sensivel, N&o especifica a espécie

simples, reprodutivel,
utiliza reagentes comuns
independente da
polaridade das amostras e
dispensa tratamento
prévio.

sequestradora de radicais
livres, impossibilita a
avaliacao da acao
antioxidante em
hidrofilicos.

Nesse sentido, observa-se que o0s métodos de analises de atividade

antioxidante in vitro tém se tornado relevantes, uma vez que auxiliam na busca por

substancias bioativas, bem como na selecdo de matéria-prima para estudo. A

escolha do método é importante para comprovar a presenca de compostos

antioxidantes, que previnem o ataque de radicais livres e doencas degenerativas.

Cada método de analise possui particularidades, portanto testes preliminares devem

ser realizados a fim de adequar 0 ensaio a ser adotado. Devido aos diversos tipos

de radicais e aos diferentes sitios de acéo, dificimente haverd um Unico método

capaz de representar de forma segura e precisa a verdadeira atividade antioxidante

de uma substancia.
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3.7 Cancer
3.7.1 Aspectos gerais

Sendo uma das principais causas de morte no mundo, o cancer compreende
um conjunto de doencas que se caracterizam pela presenca de células em
crescimento continuo, com propriedades de invasdo e destruicdo do tecido
adjacente (Hanahan & Weinberg, 2000).

Cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo termos empregados para designar
uma classe de doencas caracterizada pelo crescimento descontrolado de células de
um tecido anormal no contexto da fisiologia e fisiopatologia de um organismo
complexo; estas células invadem os tecidos e 6rgdos normais, por extensdo direta
ou por disseminacao a distancia por meio do sangue, linfa ou superficie serosa,
espalham-se para outras regiées do corpo e podem levar a morte (Robins, 2005).

O céancer € uma condi¢cdo patolégica que alcanca milhares de individuos a
cada ano, tendo aflingido a espécie humana desde tempos remotos. O primeiro
relato de cancer foi descoberto em um papiro egipcio de 1600 a.C. em que estédo
descritos oito casos de tumores no seio para 0S quais nao havia tratamento. A
origem do termo cancer é atribuida ao médico grego Hipécrates (em 400 a.C.) que
denominou certos tumores de carcinomas, devido a semelhanca dos vasos
sanguineos desses tumores com o formato das patas de caranguejos. Céancer, a
palavra latina para caranguejo, foi um termo introduzido pelo médico romano Celsus
e o0 termo oncos, palavra grega para tumor, foi associado ao céancer por outro
meédico romano, Galeno (The History of Cancer, 2010).

Os canceres sao classificados de acordo com o tecido e tipo de célula dos
qguais se originam. Assim, canceres originados de células epiteliais sdo chamados
carcinomas; aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos ou células musculares
sdo denominados sarcomas e 0S que ndo se encaixam em nenhuma dessas
categorias incluem os varios tipos de leucemia, derivados de células
hematopoiéticas, e canceres derivados de células do sistema nervoso (Brasil, 2013).

Aproximadamente 90% dos céanceres humanos s&o carcinomas, talvez
porque a maioria das células em proliferagdo no corpo se encontra no epitélio, ou
porque os tecidos epiteliais sdo mais expostos a varias formas de danos fisicos e

guimicos que favorecem o desenvolvimento do cancer (Albert et al., 2002).
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A origem da célula cancerosa € consequéncia de alteracbes genéticas que
podem ocorrer por dinstintos mecanismos como a inativacao de genes supressores
de tumor, ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes responsaveis pela apoptose
e mutacdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e biologicos, os chamados
carcinégenos (Sieber et al., 2003).

Logo, o cancer € de origem monoclonal, e para que uma célula normal altere
o seu fendtipo e se torne uma célula neoplasica devem ocorrer mutacdes genéticas.
Os mecanismos que podem conduzir a alteracdes nos genes podem ser genéticos,
com modificacdes estruturais no genoma, ou epigenéticos, com alteracdo de
enzimas ou de seus préprios substratos. Estas mutacfes podem ter uma variedade
de efeitos nas células, mas eventualmente resultam em um crescimento ainda mais
acelerado (Brasil, 2013).

Sao responsaveis pelo processo de cancerogénese alteracdes em dois
grupos principais de genes, 0s quais controlam o crescimento e a proliferacéo
celular: oncogenes e genes supressores de tumor. Diferente de doengcas como a
fibrose cistica ou distrofia muscular, nas quais mutagcdes em um Unico gene podem
causar a doenca, um Unico gene mutado ndo gera cancer. As células de mamiferos
tém multiplos sistemas de controle que as protegem contra efeitos potencialmente
letais de mutacdes em genes ligados ao processo de cancerogénese, e somente
guando varios desses genes estdo mutados € que um cancer invasivo pode se
desenvolver. Assim é mais adequado pensar que mutacBes nesses genes,
preferencialmente, contribuem para o desenvolvimento do tumor do que causam
cancer (Vogelstein & Kinzler, 2004).

Desta forma, o desenvolvimento do cancer € um processo de multiplos
passos envolvendo mutacdo e selecdo de células com capacidade
progressivamente aumentada para proliferacdo, sobrevivéncia, invasao e metastase.
Inicia-se com uma alteracédo genética que leva a proliferacdo anormal de uma uUnica
célula, seguida pelo supercrescimento de uma populacdo derivada desta célula e
mutacOes adicionais com selecédo clonal, ou seja, selecdo de descendentes com
vantagens como crescimento mais rapido, maior sobrevivéncia celular ou outras
propriedades (Devlin, 2007; Rang et al., 2004; Cooper, 2001).

A OMS relacionou cerca de 100 fatores fisicos, quimicos e biolégicos como
carcinogénicos. Entre os fatores fisicos, a exposicdo a radiacdo ultravioleta esta

associada, por exemplo, ao desenvolvimento de cancer de pele (Massari et al.,
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2007). Asbestos, hidrocarbonetos aromaticos e tabaco representam importantes
fatores quimicos de risco para o desenvolvimento de cancer de pulméao (Veglia et al.,
2007). Além de fatores ambientais citados acima, que sdo responsaveis por 95%
dos carcinomas, fatores genéticos estdo associados a 5% dos canceres em
humanos (Sonnenschein & Soto, 2008). Nesses casos, alteracdes genéticas
hereditarias favorecem o surgimento de neoplasias, tais como muta¢gdes nos genes
BRCA-1 e 2 aumentam a susceptibilidade aos canceres de mama e ovario (Lynch et
al., 2008).

Todavia, a maior parte dos canceres néo é proveniente de genes hereditarios
mutados, mas sim de genes que sofreram mutacdo durante o tempo de vida de um
individuo, ou seja, mutacfes ocorridas em células somaticas (Cotran et al., 2000).

As alteracdes genéticas presentes em neoplasias originam diferentes graus
de alteracdo fenotipica. Pode haver, por exemplo, aumento da expressao de
receptores para fatores de crescimento (Adriaenssens et al., 2008; Dawood et al.,
2008), favorecendo a proliferacdo celular, bem como pode ocorrer a reducdo da
apoptose e o0 desenvolvimento de mecanismos que tornam possiveis a
sobrevivéncia e a proliferacdo de células com DNA danificado (Toillon et al., 2007;
Wendt et al., 2006).

Além de se dividir intensamente, as células de cancer podem ter capacidade
invasiva e formar metastases. Uma vez que adquirem essa habilidade, as células
cancerigenas atingem a circulagdo linfatica e sanguinea e se estabelecem em
tecidos distintos daquele de origem, dando inicio a novos tumores (Hanahan &
Weinberg, 2000). A metastase consiste em um processo que ocorre durante a
carcinogénese no qual o tumor maligno adquire a capacidade de migrar para sitios
adjacentes ou distantes do tumor de origem. Na metastase, além da capacidade de
invasdo, 0s tumores apresentam novas caracteristicas como mobilidade e
adaptacao a ambientes diferentes (Weinberg, 2008).

Sabe-se que alteragcbes na expressdo de moléculas de adeséo célula-célula
desempenham papel importante na invasividade de células tumorais (Johnson,
1991).

Outras caracteristicas também sao de grande relevancia (Figura 6), como:
angiogénese sustentada, evasdo do sistema imune; uma elevada resposta de danos
no DNA causada por elevadas taxas de replicacdo e defeitos no mecanismo de

reparo do DNA; estresse proteotoxico (um aumento na quantidade de toxicos
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desnovela proteinas nas células); estresse mitético / instabilidade cromoss6mica;
estresse metabolico (0 aumento da utilizacdo de glicolise, em vez de fosforilagéo

oxidativa, como meio de producdo de ATP); e estresse oxidativo (Luo et al., 2009).
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Figura 6: Capacidades adquiridas pelas células tumorais (Brasil, 2013).

A morte celular é uma resposta fundamental na formagéo do organismo vivo
durante o desenvolvimento e na regulacdo da homeostase do tecido através da
eliminacdo de células ndo desejadas. Além disso, a regulacdo da morte celular
desempenha um papel importante no crescimento e progressao do cancer, e
defeitos nas vias de morte celular s&o a marca registrada de cancer (Okada & Mak,
2004). Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do cancer é
embasado na inducdo da morte nas células tumorais e em uma maior resposta aos

tratamentos com radiagdo e agentes citotoxicos (Grivicich, 2007).
3.7.2 Epidemiologia do Céancer

Por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor tanto fisica quanto
psicoldgica, o cancer revela-se como um terrivel problema de saude publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Who, 2002), isto €, o cancer ganhou
uma dimensao evidente de problema de saude publica mundial. A OMS estima que

até 2030 sejam previstos 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
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mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, convivendo com esta
doenca. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixas e médias
rendas (Who, 2012).

Nesse contexto, observam-se no Brasil alteracdes no perfil das enfermidades
gue acometem a populacéo, verificando-se a partir dos anos 60 que as doencas
infecciosas e parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte, sendo
substituidas pelas doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias. Essa
progressiva ascensdo da incidéncia e da mortalidade por doencas cronico-
degenerativas, conhecida como transi¢cao epidemiologica, tem como principal fator o
envelhecimento da populagéo, resultante do intenso processo de urbanizacdo e das
acOes de promocdao e recuperacdo da saude (Inca, 2014).

A distribuicdo epidemiologica do cancer no Brasil sugere uma transicdo em
andamento envolvendo um aumento entre os tipos de cancer normalmente
associados a alto status s6cioeconémico - cancer de mama, préstata e colon e reto -
e, simultaneamente, a presenca de taxas de incidéncia persistentemente elevadas
de tumores geralmente associados com a pobreza — cancer de colo de Gtero, pénis,
estbmago e cavidade oral (Koifman & Koifman, 2003). Esta distribuicdo resulta da
exposicdo a um grande numero de fatores de risco ambientais relacionados ao
processo de industrializacdo (agentes quimicos, fisicos e biolégicos) e de exposi¢cao
a outros fatores relacionados as disparidades sociais (Guerra et al., 2005). Segundo
o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), no Brasil, as
estimativas de incidéncia para o ano de 2014 sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3: Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil

habitantes e do nimero de casos novos de cancer segundo a regiao.

Estimativa dos Casos Novos

Masculino Feminino Total
Norte 10.090 9.930 20.020
Nordeste 47.520 51.540 99.060
Centro-Oeste 21.290 20.150 41.440
Sul 66.540 49.790 116.330
Sudeste 156.910 142.820 299.730

BRASIL 302.350 274.230 576.580
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A representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens

e por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2014, segundo Unidade da

Federacéo (todas as neoplasias malignas) pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
homens (A) e por 100 mil mulheres (B), estimadas para o ano de 2014, segundo

Unidade da Federacgéao (todas as neoplasias malignas).

Observa-se que o0s cinco tumores mais incidentes, exceto pele nao
melanoma, para o sexo masculino serdo o cancer de pele ndo prostata (68,8 mil
casos novos), pulméo (16,4 mil), célon e reto (15 mil) e estdbmago (12,8 mil). Para o
sexo feminino, destacam-se, entre 0s cinco mais incidentes, o cancer de mama
(57,1 mil casos novos), cdélon e reto (17,5 mil), colo do utero (15,6 mil) e pulméo (11
mil).

Mediante esses dados, constata-se a alta incidéncia do cancer no Brasil, fato
este que também ocorre em outros paises em desenvolvimento, principalmente
agueles com poucos e médios recursos, bem como em paises desenvolvidos e com

grandes recursos financeiros (Brasil, 2013).
3.7.3 Tratamentos Antineoplasicos
Ha trés tipos principais de tratamento que visam erradicar o cancer: cirurgia,

radioterapia e quimioterapia (Murad & Katz, 2000). Além destes, ha também a

fotorradiacdo com derivados hematoporfirinicos (HTP) (Machado, 2000) e a
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imunoterapia (Salmonm, 1998). Geralmente, o tratamento segue a terapia
combinada, onde € associado mais do que um tipo de tratamento. Somente um tergo
dos pacientes alcanca a cura total por meio de medidas locais (cirurgia ou
radioterapia), que sao eficazes quando o tumor ainda ndo sofreu metastase por
ocasiao do tratamento. Porém, na maior parte dos casos, a neoplasia caracteriza-se
pelo desenvolvimento precoce de micrometéstases, indicando a necessidade de
uma abordagem sistémica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos
com a quimioterapia (Chabner & Longo, 1996).

A quimioterapia (antineoplasia) consiste na administragdo de farmacos
citotdxicas, capazes de promover morte celular ou pelo menos inibir o crescimento
celular, ou seja, este tratamento visa erradicar o tumor ou reduzir seu crescimento,
diminuindo dessa forma os sintomas relacionados ao cancer, promovendo a cura ou
prolongando a vida do paciente. E considerada como o mais efetivo método de
tratamento do cancer, uma vez que muitos tumores caracterizam-se pelo
desenvolvimento precoce de micrometastases, o que evidencia a necessidade de
uma abordagem terapéutica sistémica que € realizada pela quimioterapia (Nygren,
2001).

Historicamente, h& evidéncias da utilizacdo de agentes quimioterapicos sob a
forma de sais metalicos a base de arsénio, cobre e chumbo em civiliza¢des antigas
do Egito e da Grécia. As primeiras utilizacbes de quimioterapia para controlar o
cancer foram relatadas na década de 40, e nas décadas seguintes, o tratamento de
pacientes com produtos quimicos toxicos tem representado um dos pilares da
oncologia médica. Apesar dos frequentes efeitos secundarios graves associados
com tais tratamentos, ultimamente, a quimioterapia alcancou um patamar de eficacia
se tornando uma modalidade de tratamento primario (Bagnyukova et al., 2010).

O sucesso no tratamento dos tumores por meio de farmacos depende da
maior sensibilidade ao tratamento das células neoplasicas, comparativamente as
células normais, uma vez que células em proliferacdo sdo, em geral, mais
susceptiveis a estes agentes do que as células quiescentes. Todavia, as diferencas
de sensibilidade entre células neoplasicas e normais séo, as vezes, pequenas, e a
toxicidade é um problema comum (Kviecinski, 2007).

Os agentes tradicionais empregados no tratamento do cancer afetam
diretamente a biossintese do DNA e a maquinaria de replicacdo celular. Além dos

agentes tradicionais tém se utilizado inibidores especificos de vias de sinalizagcao
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metabdlicas e terapia combinada com diferentes agentes (Bagnyukova et al., 2010).
O tratamento promove danos tanto nas células normais como nas neoplasicas,
porém este dano € maior nas células malignas, devido as diferencas quantitativas
entre 0s processos metabdlicos dessas duas populacdes celulares e ao ciclo de
divisdes celulares (Demidenko & McCubrey, 2011).

As principais classes dos varios farmacos usados na quimioterapia do cancer
até o momento incluem: os antimetabdlitos, que inibem principalmente a sintese de
purinas (ex: mercaptopurina, tioguanina, etc); agentes que inibem a formacéo de
desoxirribonucleotideos (ex: hidroxiureia, fluoruracila); agentes que modificam o
DNA por alquilagao (ex: cisplatina); agentes que interagem com a topoisomerase |l
(ex: bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposideo); e agentes inibidores da
sintese do RNA ou de proteinas (ex: actinomicina D, vincristina e vimblastina).
Dentre estes grupos, 0s antibidticos antitumorais estdo entre os mais importantes
agentes utilizados na quimioterapia do cancer, e incluem os membros do grupo da
antraciclina, bleomicina, actinomicina, mitomicina e o acido aureolico. Entre os
antibidticos clinicamente mais utilizados, encontram - se o0s derivados da
daunomicina, particularmente doxorrubicina e a mitomicina C (Kviecinski, 2007).

Embora os farmacos com acéo antitumoral sejam produzidos especificamente
contra células cancerigenas, ha outras células que sdo suscetiveis aos efeitos
toxicos desses agentes, que sdo as células hematopoiéticas, as células epiteliais
intestinais normais e os queratinécitos da matriz capilar. Este fato explica a maior
parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e
susceptibilidade maior as infeccbes (Almeida et al.,, 2005). Outra importante
limitacdo da quimioterapia € a resisténcia especifica de alguns tumores a
determinados medicamentos aliada ao problema da resisténcia a multiplas drogas
(MDR), os quais tém sido apontados como uma das principais causas de falha
terapéutica e de mortes (Fernandes et al., 2005).

Nesse contexto, 0S recentes avangos na quimioterapia antineoplasica estédo
relacionados com o0s progressos alcangados na compreensédo biologica da doenca.
A capacidade de distinguir o cancer como um erro na programacao celular levando a
modificacdes funcionais do tecido € muito importante para a estratégia de tratamento
gue consiste em matar as células cancerosas ou pelo menos inibir seu crescimento
(Lord & Ashworth, 2010). A morte celular desempenha um papel importante no

crescimento e na progressao do cancer, bem como na eficiéncia da quimioterapia.
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Embora a apoptose seja geralmente considerada como o principal mecanismo de
morte celular programada, tem sido cada vez mais relatado que varios agentes
anticancerigenos ndo so6 induzem morte por apoptose, como também outros tipos de
morte celular, tais como autofagia, necrose e catastrofe mitotica. O conhecimento
dos mecanismos e das vias de sinalizacdo destas mortes celulares trouxe um novo
paradigma no qual o cancer pode ser extinto (Mansilla et al., 2012).

Os objetivos na utilizacdo de fontes vegetais como agentes terapéuticos sao:
a) isolar os componentes bioativos para uso direto como farmacos, b) produzir
compostos bioativos a partir de estruturas novas ou ja conhecidas para semissintese
de produtos patenteaveis com elevada atividade e baixa toxicidade, c) usar o0s
agentes como ferramentas farmacoldgicas e d) usar a planta inteira ou parte dela
como um medicamento fitoterapico (Fabricant & Farnsworth, 2001).

Aliado aos tratamentos convencionais, tem se observado o uso de produtos
naturais no combate ao cancer. O ambiente natural abriga uma gama de espécies
de plantas, animais e micro-organismos, sendo rica fonte de compostos
farmacologicamente ativos candidatos ao tratamento de patologias (Rocha et al.,
2001). Logo, os produtos naturais tém sido valiosos para a compreensdo da
biossintese e desenvolvimento de novos farmacos (Newman et al., 2012).

Durante o século XX houve um avanco significativo na pesquisa de
substancias de origem natural no ambito da oncologia propiciando a descoberta de
diversos farmacos usados na terapéutica antineoplasica, destacando-se a
vimblastina (1) e a vincristina (2), e os analogos vindesina (3) e vinorelbina (4);
paclitaxel (5) e o analogo docetaxel (6); a podofilotoxina (7) e os analogos
etoposideo (8) e teniposideo (9); e a campotecina (10) e os analogos topotecano
(11) e irinotecano (12) (Figura 8) (Costa-Lotufo et al., 2010).
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Figura 8: Produtos naturais e seus analogos usados na terapia antineoplasica.
(Fonte: Costa-Lotufo et al., 2010).

Muitas fontes vegetais frequentemente utilizadas por populacdes locais ainda
ndo foram estudadas ou seus principios ativos ainda ndo foram totalmente
identificados (Pan et al., 2009), portanto, € de suma importancia o avanco do
conhecimento quimico e de potenciais efeitos terapéuticos, principalmente com uma
possivel atividade anticancerigena.

Nesse sentido, 0 avangco das pesquisas que avaliam a relagdo entre o
consumo de frutas e vegetais, compostos bioativos e a modulacdo de processos
oxidativos, inflamatorios e mutagénicos em organismos vivos depende da elucidacao
da rota de metabolizacdo desses compostos, assim como o estabelecimento de
niveis necessarios e/ou seguros de ingestao depende também de se estabelecer de

gue forma esses compostos sao transformados e como se encontram nos diferentes
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tecidos e fluidos bioldgicos. O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e o
acesso mais facil a ferramentas como a espectrometria de massas estdo permitindo
um avanco significativo nesta area. Ainda assim, é necessario a assimilacdo dos
niveis de ingestdo de compostos fundamentais para a manutencao da saude, dadas
a complexidade da matriz alimento, a variabilidade individual e a decisiva acédo da
microbiota intestinal na metabolizacéo dessas substancias (Oliveira & Bastos, 2011).

3.8 Escolha do Material Vegetal

O Brasil vem se destacando mundialmente como um importante produtor e
consumidor de frutas, especialmente as tropicais e subtropicais. O pais € o terceiro
maior produtor mundial de frutas, depois da China e da india, com 42 milhdes de
toneladas e mais de 30 polos produtivos, gerando uma receita de R$ 17,7 bilhdes
(Moraes, 2013). Ainda de acordo com o Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF), o
Brasil tem exportado em média 271,2 mil toneladas de frutas frescas, crescimento
de 8,6% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior quando 249,6 mil toneladas
sairam do pais para a mesa de consumidores estrangeiros, indicando também
aumento no faturamento. Na comparacao, as vendas estimam uma arrecadacgéo de
US$ 206,3 milhdes, 5,6% a mais do que no primeiro semestre de 2011 (IBRAF,
2012).

Dentre as frutas tropicais que ganharam importancia comercial,
transformaram-se em cultivos rentaveis e geradores de empregos encontram-se as
Anonaceas (Sao José, 2003), e a graviola tem ganhado um lugar de destaque nesse
cenario. Seu principal uso esta na industria de polpas alimenticias para refrescos,
geléias, doces, sorvetes e sucos (Pereira et al., 2004). Vem também sendo
amplamente investigada sua atuacao na area antineoplasica; contudo, as pesquisas
estéo voltadas principalmente para o uso das folhas (Souza, 2009).

Deste modo, no presente trabalho de pesquisa optou-se pela utilizagdo dos
frutos da espécie Annona muricata L., pois além de possuir destaque na economia
de frutos tropicais, integra a diversidade biolégica da regido de Campos dos
Goytacazes — RJ (Pereira et al., 2004).
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3.8.1 Descricao Botanica
3.8.1.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae foi estabelecida por Antoine Laurent de Jussieu em
1789 (Nascimento, 2008). A familia Annonaceae pertence ao grupo das plantas
Eudicotiledbneas, clado das magnoliideas. Este clado € constituido por quatro
ordens: Canallales, Laurales, Magneliales e Piperales, sendo a ordem Magneliales
representada pelas familias Magnoliaceae, Myristicaceae e Annonaceae. As
anonaceas estao sistematicamente inseridas na classe Magnoliopsida e subclasse
Magnolidae (Araujo, 2013; Baron, 2010).

A familia Annonaceae compreende um grande numero de géneros e
espécies, a maioria nativa de regides tropicais ou subtropicais. Possui cerca de 135
géneros e mais de 2300 espécies, sendo que dos géneros conhecidos de
Annonaceae, 0 género Annona é o de maior importancia como fonte de frutos
comestiveis (Baron, 2010), seguido de Cananga e Rollinia (Luna, 2006).

Esta familia é muito rica na biodiversidade de compostos quimicos como:
compostos aromaticos, &cidos fendlicos, taninos, flavonoides, compostos
benzénicos, catequinas, proantocianidina, Oleos essenciais, esteroides, terpenos,
esteroides, alcaloides, acetogeninas, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas,
vitaminas, carotenos, saponinas, entre outros (Lima, 2007; Luna, 2006).

O género Annona compreende cerca de 114 espécies, sendo 110
neotropicais e 4 africanas. No Brasil ocorrem 81 espécies, destas 25 sdo endémicas,
estando distribuidas principalmente na Amazénia, na Caatinga, no Cerrado, ha Mata
Atlantica e no Pantanal (Araujo, 2013).

Até 1980, espécies do género Annona eram estudadas principalmente pelo
seu teor em alcaloides (Leboeuf et al., 1982), mas, a partir de 1985, o interesse tem
sido particularmente relacionado a presenca de compostos de origem dos
policetideos, as acetogeninas, caracterizadas por suas atividades -citotoxicas,
especialmente, antitumoral, antiparasitaria e pesticida (Fang et al., 1993).

No género Annona foram encontrados os flavonoides flavonas (luteonina) e
flavonois (canferol, quercetina, ramnetina, rutina e isorramnetina) descritos para as
especies A. crassiflora, A. tomentosa, A. monticola, A. warmingiana, A.
dolichorcharpa (Rinaldi, 2007).
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A maior parte das espécies dessa familia € considerada subutilizada
economicamente e a informagdo sobre elas é escassa e amplamente dispersa.
Contudo, as areas sob producdo tém crescido mais rapidamente do que a
contribuicdo da ciéncia e tecnologia. Essa preocupacao levou a formacao, em 2003,
da Associacdo Brasileira dos Produtores de Anonaceas (Anonas Brasil), cuja
finalidade maior € orientar os fruticultores atuais e potenciais para a conquista do
mercado com qualidade (Baron, 2010).

A partir de A. squamosa e A. senegalensis foram isolados monoterpenos.
Enquanto diterpenos foram descritos em A. squamosa e sesquiterpenos em A.
bullata, terpendides foram isolados do fruto de A. muricata e de A. reticulata (Rinaldi,
2007; Hiruma-Lima, 2003).

N&o existe levantamento oficial para o plantio de anonaceas no Brasil, 0 que
dificulta uma andlise mais atualizada e especifica a respeito da evolugéo,
comercializacdo e participacdo dessas frutas no agronegocio brasileiro (Baron,
2010), porém para a graviola sdo disponiveis os dados do Censo Agropecuario de
1996 do IBGE (Nogueira et al., 2005).

3.8.1.2. Espécie Annona muricata L.

A espécie Annona muricata (Annonaceae) pertence ao género Annona, sendo
conhecida como graviola, guanabara, araticum, coragédo-de-rainha, fruta-do-conde,
jaca-do-para, pinha, coracdo-de-boi, condessa, jaca-de-pobre, araticum manso entre

outros (Figura 9).

Figura 9: Fruto da gravioleira.
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Sua arvore mede até 8 metros de altura, dotada de copa piramidal, com
folhas obovado-oblongas, brilhantes, medindo 8-15 cm de comprimento. As flores
sao solitarias, com calice de sépalas triangulares e pétalas externas grossas de cor
amarelada. Os frutos sdo uma baga composta (sincarpo) com peso variando de 0,4
a 10 kg, tém superficie ouricada, de 25 a 35 cm de comprimento, com polpa
mucilaginosa e levemente acida. A casca possui espiculas rigidas e coloragédo
verde-escura quando o fruto esta imaturo. No periodo de colheita as espiculas ficam
carnosas e moles e a casca verde-clara. A semente tem de 1 a 2 cm, peso
aproximadamente de 0,60 g, é preta quando retirada do fruto passando a marrom
apos alguns dias fora dele (Branddo, 2003). Originaria da América tropical,
principalmente Antilhas e América Central, € amplamente cultivada em todos os
paises de clima tropical, inclusive no Brasil (Corréa, 1984).

De acordo com Lima et al. (2006), a gravioleira produz um fruto composto,
formado por um agregado de bagas, cujos componentes carpelares individuais
persistem na casca, durante todo o desenvolvimento, na forma de espiculas ou
pseudoaculeos polposos, curvos e curtos. Os frutos podem apresentar formato
irregular, em decorréncia de falhas na fertilizacdo e frutificacdo. Porém, nos cultivos
comerciais em que a polinizacdo manual é pratica regular, eles sao ovéides ou
cordiformes. Além do formato, as caracteristicas mais distinguiveis da graviola sédo a
casca fina, de cor verde-escura, e a polpa branca, de sabor acido e aroma
caracteristico.

A gravioleira prefere os solos com boa drenagem, profundos, com pH entre
6,0 e 6,5. Quanto ao clima, ndo tolera geadas e vegeta muito bem em altitudes de
até 1200 metros (Corréa, 1984).

Tém-se poucas informacgdes disponiveis sobre produtividade e area cultivada
com gravioleira no Brasil. Os Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Pernambuco,
Paraiba, Para e Minas Gerais sao tidos como o0s principais produtores. As maiores
areas cultivadas encontram-se na Bahia, no Ceara e na regido de cerrados do Brasil
Central. Todavia, devido a evolugédo do mercado, novas areas produtoras vém sendo
implantadas. Além disso, uma parcela representativa da producdo € comercializada
como fruta fresca, em especial, diferenciando-se do periodo anterior em que a
producdo era destinada quase que totalmente a agroindustria, visando a obtencao

de polpa, suco, néctar, etc. (Lima et al., 2006).
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A graviola é facilmente perecivel com periodo de conservacao limitado a
poucos dias. Aliado a intensa atividade metabdlica, o escurecimento enzimatico tem
contribuido para o elevado nivel de perdas pés-colheitas nos frutos destinados a
industria, principalmente para a fabricacdo de polpa e o consumo in natura. Polpa-
fruta € o produto ndo-fermentado, ndo-concentrado e n&o-diluido, com teor minimo
de sdlidos totais, provenientes da parte comestivel da fruta, obtido de frutas
polposas, por processo tecnoldgico adequado (Alves et al., 2002; Anvisa, 2001).

Assim, a maioria dos produtores (93,8%) que a cultivam retira somente a
casca e o pedunculo da graviola e comercializa o produto bruto (denominado de
massa pelos produtores); o despolpamento € feito nas agroindustrias. No entanto,
2,5% realizam a despolpa completa e optam pela venda da polpa pronta para
consumo; o restante (3,7%) realiza as duas formas de processamento (Freitas,
2012). Dessa forma, o produtor pode armazena-lo e comercializa-lo em época mais
adequada, e possivelmente obter preco mais vantajoso, além de agregar valor ao
produto final (Freitas, 2012).

3.8.2 Propriedades Bioldgicas

A A. muricata L. (graviola) € uma importante fonte alimenticia para o homem;
a polpa é consumida ao natural ou usada no preparo de refrescos, tortas e
conservas, assim como na fabricacdo de sucos concentrados, polpas congeladas,
néctar, geléias, cremes e bebidas. Além disso, folhas, frutos, sementes e raizes
apresentam propriedades medicinais, sendo utilizadas, por exemplo, contra
nevralgias e reumatismo. A casca do tronco, folhnas e sementes contém alcalbides
(anonina e muricana) utilizados na producao de inseticidas (Barbalho et al., 2012;
Brandao, 2003).

A graviola é considerada uma boa fonte natural de antioxidantes, sendo todas
as suas partes utilizadas na medicina tradicional (Baskar et al., 2007). A literatura
etnofarmacologica registra diversos usos medicinais baseados na tradicdo popular,
embora a eficacia e a seguranca de suas preparacbes nao tenham sido todas
comprovadas ainda cientificamente e apesar da planta, mas nao a fruta, ser
considerada potencialmente téxica para o homem (Junqueira et al., 2002).

Os usos etnobotanicos e farmacoldgicos da graviola incluem: artrite, artrose,

analgésico, atiespasmadico, antileishmanial, adstringente, desodorizador corporal,



47

diarreia, feridas, Ulceras, problemas renais, malaria, tranquilizante, expectorante,
prostata, fungdo pancreatica, diabetes | e Il, depresséo, sistema nervoso central,
alcoolismo, funcdes digestivas e intestinais, depurativo sanguineo, HIV, epilepsia,
Parkinson e escleroses (Jaramillo et al., 2000).

Além desses, pode-se destacar a utilizacdo do suco do fruto, usado
internamente como antitérmico, diurético e no combate a insénias leves. O bochecho
é indicado no combate as aftas. A infusdo das folhas secas & usada contra insénias
graves, dores de cabeca e como emagrecedor, ao passo que a decoccdo das folhas
frescas é indicada contra cistite (Araujo, 2013).

Esta espécie € rica em compostos bioativos e diversos trabalhos tém
demonstrado a atividade hipotensiva das folhas, antidepressiva do fruto e anti-
herpes da casca do caule. Foram observadas ainda atividades antibacterianas,
antifangicas, acéo relaxante muscular e cardiodepressiva para 0s extratos da casca
e das folhas de A. muricata L. (Luna, 2006).

Porém, uma das maiores descobertas sobre a graviola foi a sua capacidade
de agir contra células cancerigenas, mostrando em testes de laboratério um
potencial extraordinario. Esta propriedade € consequéncia das acetogeninas
presentes na graviola. Uma terapia natural em complemento as terapias tradicionais,
como quimioterapia e radioterapia, esta sendo investigada por ndo provocar efeitos
secundarios severos, como nauseas e perda de cabelo, efeitos decorrentes da
quimioterapia. Evitar possiveis infeccfes protegendo o sistema imunoldgico também
esta sendo considerado possivel com o uso da graviola, porque, diferente da
guimioterapia, a graviola é seletiva, ndo destréi células saudaveis (Souza, 2009).

As acetogeninas formam uma nova classe de compostos naturais de grande
interesse. Sua acao primaria esta relacionada com sua capacidade de deplecédo dos
niveis de ATP ao inibir o complexo | na cadeia de transporte de elétrons nas
mitocondrias e inibindo a NADH oxidase do plasma de membranas, principalmente
de células tumorais, uma vez que essas células possuem uma alta demanda de ATP
(Ferelli et al., 2005).

Estudos tém avaliado a atividade antitumoral de varias acetogeninas
presentes na Annona muricata L.contra diversas linhagens celulares tumorais in vitro
como, por exemplo, contra células de carcinoma pancreatico e prostatico, carcinoma
pulmonar, de mama, epidermdide (Quispe et al., 2006). Também tem sido

observada a acdo antioxidante dos extratos foliares (Freitas et al., 2007) e
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investigados os efeitos mutagénicos e antimutagénicos inclusive em frutos
congelados, sugerindo os dados que o congelamento das frutas contribui para a
prevencao contra danos biologicos (Spada et al., 2008).

Uma comparacao da atividade antioxidante foi feita entre espécies do género
Annona. As folhas de A. muricata, A. squamosa e A. reticulata foram testadas e os
resultados evidenciaram que o0s extratos etandlico de A. muricata possuem atividade
antioxidante mais potente in vitro quando comparado as folhas de A. squamosa e A.
reticulata. Isso pode ser atribuido a presenca de acetogeninas (Baskar et al., 2007).

Estudos visando a identificagcdo e caracterizacdo dos compostos quimicos
ativos dos extratos vegetais das folhas da graviola mostraram resultados
promissores quando os extratos hidroalcodlicos das folhas foram submetidos a
avaliacdo da capacidade antioxidante (Avanzi et al., 2006). Também foi determinada
a acdo do extrato das sementes contra Molinema dessetae e isoladas algumas
acetogeninas responsaveis por essa atividade (Luna, 2006).

Além disso, Jaramillo et al. (2000) investigando os constituintes quimicos do
pericarpo de A. muricata para avaliar sua atividade citotoxica e antileishmanial,
verificaram ser a fragcao acetato de etila a mais efetiva contra linhagens celulares U-
937 e cepas de promastigotas Leishmania.

Portanto, observa-se que os diferentes constituintes quimicos presentes em

Annona muricata L. exercem diversas atividades biologicas.

3.8.3 Constituintes Quimicos

A avaliacdo da composicéo quimica do fruto mostrou a presenca de acucares,
taninos, pectinas e vitaminas A (B-caroteno), C e do complexo B, enquanto a partir
das folhas, casca e raizes foram identificados varios alcaldides. Para as sementes
foram registradas acetogeninas, as quais sdo encontradas também nas folhas,
casca e raizes da planta (Ferelli et al., 2005).

Alguns acucares foram obtidos nas espécies de Annona, como a glicose
encontrada nas folhas de A. muricata e nos frutos de A. squamosa, a frutose obtida
a partir do fruto de A. squamosa, a sacarose a partir da polpa dos frutos de A.
cherimolia e A. squamosa, sendo que na espécie A. muricata foi encontrada a

sacarose, a glicose e a frutose (Araujo, 2013).



49

Em relacdo aos lipidios em A. muricata L., ja foram identificados o &cido
oleico, linoleico, linolénico, palmitico, palmitoleico, estearico e miristico nas
sementes (Restrepo & Vinasco, 2010), enquanto que nas folhas foram identificados
os acido palmitico e oleico (Dorigoni, 2006). Segundo a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (2011), observam-se tracos de 4cidos graxos saturados e
poli-insaturados na polpa da graviola, sendo encontrado 0,05 ¢g/100g de &cido
palmitico.

Outros constituintes como a lignana (L-siringaresinol), aldeido aromatico
(siringaldeido) e esteroides foram isolados do caule de A. montana. Em A.
squamosa e A. senegalensis foram isolados monoterpenos, enquanto diterpenos
foram descritos em A. squamosa e sesquiterpenos em A. bullata. InGmeras
substancias terpénicas foram isoladas a partir do fruto de A. muricata e de A.
reticulata (Araugjo, 2013).

Assim, estudos quimicos com A. muricata L. conduziram ao isolamento de
compostos de diversas classes, tais como: alcaloides, terpenoides, polifenois e
acidos aminados. Todavia, nos ultimos anos as pesquisas a partir desta espécie se
dirigiram ao isolamento de compostos da classe das acetogeninas, principalmente a
partir das folhas (Luna, 2006; Quispe et al., 2006; Yu et al., 1998; Gleye et al., 1997),
visto ser esta classe uma promissora candidata ao tratamento de tumores. As
acetogeninas sao derivadas de acidos graxos de cadeia longa, sendo
aparentemente de origem policetidica (C35-C37) (Souza, 2009; Liaw et al., 2005;
Souza, 2003; Alali et al., 1999; Rupprecht et al., 1990).

Além disso, a determinacdo aproximada da composicao nutricional e das
propriedades fisico-quimicas da polpa, das sementes e do Oleo extraido das
sementes da graviola também foi avaliada e foi observado que se o 6leo for
desodorizado pode ser usado na culinaria (Onimawo, 2002). Estudos também tém
sido realizados no que se refere a quantificacdo do conteudo total de acido
ascorbico, carotenoides e polifendis nos frutos (Spada et al. 2008).

Outros exemplos de substéancias também sdo encontrados no género Annona
como, os esteroides (Wu et al., 1987; Inoue et al., 2010), alcaloides (Chen et al.,
1996a; Kuo et al., 2001; Soni et al., 2012), flavonoides (Vega, 2006), peptideos
(Morita et al., 2006; Wéle et al., 2008) e diterpenos ((Nascimento, 2008).

Em relacdo aos flavonoides, sdo poucos os relatos em espécies de

Annonaceae. Contudo, esta familia se destaca pela biossintese de derivados da via
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do chiquimato que é responséavel pela producdo da maioria dos derivados fendlicos
produzidos por fontes vegetais (Valter et al., 2008; Santos & Salatino, 2000; Soares
et al., 2000; Soares, 1996; Harborne, 1994b).

Os membros do género Duguetia destacam-se pela aparente auséncia de
glicosideos de quercetina. Observa-se que foram identificados nas folhas de
Duguetia furfuracea os seguintes flavonoides glicosilados: 3-O-galactosilgalactosil-
kaempferol, 3-O-galactosil-isoramnetina, 3-O-galactosilramnosil-isoramnetina e 3-O-
ramnosilglucosil-isoramnetina. Anaxagorea dolichocharpa aparentemente n&o possui
de flavonas e flavonodis (Santos & Salatino, 2000).

Além disso, algumas enzimas presentes nos frutos tém sido caracterizadas
como, por exemplo, a polifenoloxidase (Bora et al., 2004) e as pectinesterases PE |
e PE Il (Arbaisah et al., 1997), e estudos sobre a estabilidade de armazenamento do
suco de graviola mostraram que a temperatura de armazenamento afeta
grandemente a estabilidade microbiolégica e conseqientemente a qualidade do
suco (Abbo et al., 2006).

Jurgens et al. (2000) estudando os géneros Xylopia, Anaxagorea, Duguetia e
Rollinia, pertencentes a familia Annonaceae, verificaram que isoprenoides,
principalmente monoterpenos foram o0s principais compostos em Duguetia
asterotricha. Estas espécies tém terpenoides e, geralmente, pequenos teores de
acidos graxos e derivados. No entanto, ha um padréo claro para a ocorréncia de
ésteres acidos e compostos benzénicos, 0s quais sdo geralmente compostos de
destaque das fragrancias (Duguetia asterotricha).

As flores do género Anaxagorea brevipes e A. dolichocarpa sdao dominadas
pelos ésteres de acidos alifaticos (butanoato-2-metil-etil e butanoato-2-metil-etil). Os
monoterpenos (limoneno, p-cimeno, a-pineno), por sua vez, SAo0 0S principais
compostos responsaveis pelo aroma de D. asterotricha e o naftaleno prevaleceu no
perfume das flores de Rollinia insignis. Ja os odores das flores de Xylopia aromatica
e X. benthamii foram atribuidos a concentracdes elevadas de compostos benzénicos
(benzoato de metila e alcool 2-feniletil) (Jurgens et al., 2000). A Cananga odorata,
uma outra espécie de Annonaceae, apresenta em sua composicao do 6leo essencial
obtido das flores o benzoato de metila, geraniol, eugenol, linalol, acetato de benzila,
pineno, cariofileno, entre outros (Ferreira, 2010; Marchese, 2009; Luna, 2006;
Esquinca, 2005; Jurgens et al., 2000; Leboeuf et al., 1982).
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Outra importante classe de compostos isolados a partir da familia
Annonaceae sdo os terpenos. A abundancia de diterpenos do tipo caurano €
evidente (Luna, 2006). Em Annona squamosa e Annona senegalensis foram
isolados monoterpenos, enquanto diterpenos foram descritos em A. squamosa e
sesquiterpenos em Annona bullata. Inameros compostos terpenoides foram isolados
do fruto de A. muricata e de Annona reticulata (Rinaldi, 2007).

Porém, a maioria das pesquisas tem partido da analise das folhas, sementes
e raizes, o que torna o presente trabalho de pesquisa valioso sob o enfoque do
avanco de conhecimento quimico e fisico-quimico acerca desta espécie vegetal no
que se refere as substancias presentes na polpa do fruto, bem como da sua acgéo

antineoplasica e antioxidante.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA / UENF). Contou-se com a colaboragdo do Laboratério de
Zootecnia e Nutricdo Animal (LZNA) para a realizacdo de algumas das andlises
fisico-quimicas (fibras e proteinas), do Laboratério de Fitotecnia (LFIT), setor de
nutricdo mineral de plantas, para a analise de minerais. As analises de CG-MS e
infravermelho foram realizadas no Centro de Ciéncias e Tecnologias (LCQUI) e as
analises de Ressonancia Magnética Nuclear foram em colaboracdo com o
Laboratério de Multiusuarios de Andlises do Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais (UFRJ) e também com o Laborat6rio de Multiusuarios (UENF). Ja para os
experimentos relacionados a parte biolégica contou-se com a colaboracdo do
Laboratorio de Biologia do Reconhecer (LBR / CBB / UENF).

4.1 Coleta de Material Vegetal e Identificacdo Botanica

O material vegetal foi coletado no Municipio de Bom Jesus do Itabapoana —
RJ (Latitude = -21° 08' 02". Longitude = 41° 40' 47") nos periodos de frutificacdo, os
quais correspondem aos meses de dezembro a fevereiro de 2011. A exsicata foi
depositada sob o codigo H5488 no Herbario da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
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4.2 Parte Quimica

4.2.1 Técnicas Cromatograficas

A Cromatografia € uma das técnicas mais empregadas em diversas industrias
como alimenticias, farmacéuticas, petroquimicas, laboratorios de andlises clinicas,
etc., onde frequentemente é necessario purificar, isolar ou quantificar substancias de
misturas muito complexas. Sendo esta a técnica mais apropriada para uma
separacdo mais eficiente de extratos brutos como também para controlar a pureza

final de compostos isolados (CRQ, 2010).

4.2.1.1 Cromatografia em Camada Delgada

Todas as amostras foram, em principio, avaliadas por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), a qual se constitui em uma técnica rapida e de baixo custo
para uma analise qualitativa e semiquantitativa (Luna, 2006).

Foram wusadas na andlise e separacdo das substancias placas
cromatograficas de silica gel 60 Fzs, em aluminio, espessura 0,2 mm da MERCK
(20X20 cm). Para a separacao, a fase movel preparada foi butanol: acido acético:
agua (8:1: 1) (Mabry et al.,1970).

Apébs o desenvolvimento da cromatografia € requerido o uso de reveladores
quimicos e fisicos. Como as placas cromatograficas se encontravam pré-
impregnadas com material fluorescente, foram reveladas com lampada de UV em
comprimentos de onda de 254 e 350 nm (método fisico) e também foram reveladas
com a solucdo &cida de sulfato cérico e também de solucdo de vanilina (método
quimico) (Sabudak et al., 2005).

4.2.1.2 Cromatografia em Coluna

Decorrida a analise por CCD, a amostra que ofereceu manchas de interesse
foi fracionada por cromatografia em coluna para purificagdo. Logo, o extrato aquoso
foi fracionado e as fragbes oriundas foram acompanhadas por CCD seguindo o

protocolo descrito acima. As silicas que foram empregadas para a montagem foram:
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» Silica para cromatografia de fase inversa RP-2 e RP-18: Consiste em uma
fase estacionaria nado-polar constituida de 2 carbonos e 18 carbonos,
respectivamente, e a fase movel relativamente polar, o oposto do que ocorre
no sistema cromatografico de fase normal, no qual a fase estacionaria é
altamente polar, suportada em particulas de silica, e a fase moébvel é
relativamente néo-polar (Skoog et al., 2002);

» Silica para a cromatografia de exclusédo por tamanho: O gel de dextrana
utilizado foi a Sephadex LH-20, a qual consiste de particulas pequenas (~ 10
pm) de silica ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes nos
quais moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Assim, moléculas
maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionaria sao
excluidas e essencialmente ndo sofrem retencédo, sendo as primeiras a serem
eluidas. J& as moléculas com didmetro menores que dos poros podem
penetrar pelo emaranhado de poros e ficar retidas por tempos maiores, sendo

as ultimas a serem eluidas (Skoog et al., 2002).

4.2.1.3 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas

Também foi empregada a Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro
de Massas (CG-EM), a fim de se avaliar e estabelecer o perfil quimico das
substancias, visto ser esta técnica muito Util para separacdo de compostos que
podem ser vaporizados sem decomposicao (Baggio & Bragagnolo, 2004).

Para as analises no Cromatégrafo Gasoso acoplado ao Espectrémetro de
Massas (CG-EM), modelo CGMSQP5050A Shimadzu, utilizou-se coluna DB-5ms
(comprimento 30m, espessura 0,25 um e didmetro de 0,25mm), gas carregador hélio
(He), volume de injecdo de 1uL, temperatura de 80°C a 280°C com aumento de
10°C/min, mantendo a temperatura final por 40 minutos, temperatura inicial de
injecdo: 280 °C, modo de controle split, fluxo da coluna de 1,5 mL/min, velocidade
linear de 44,7cm/s, fluxo total de 17, 3 mL/min. As condi¢des do detector de massas
foram: temperatura de interface: 280 °C, impacto de elétrons de 70 eV, razdo scan:

1scan/s, com faixa de aquisicdo de massa de 40-400u.
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4.2.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para averiguar a pureza das substancias identificadas, foi empregada a
CLAE, a qual é uma técnica que possui alta sensibilidade e informacao qualitativa do
pico desejado (Baggio & Bragagnolo, 2004).

O sistema de solvente usado foi agua acidificada com &cido fosforico (pH 3,2)
(bomba A) e acetonitrila (bomba B), sendo a eluicdo gradiente, conforme ilustrado na
Tabela 4, com fluxo de 1 ml/min. As amostras foram preparadas na concentracao de

5 mg/ml (p/v).

Tabela 4: Sistema de gradiente utilizado para realizacdo de CLAE.

Concentracao de A

Tempo (min) Agua Acidificada Concentragéo de B

(pH 3.,2) Acetonitrila

100 0

90 10
10 75 15
15 80 20
20 70 30
25 60 40
30 30 70
40 0 100
45 0 50
50 0 0

O equipamento utilizado para as andlises em CLAE foi Shimadzu Class,
modelo LC-I0, com duas bombas LC10AT, sendo a deteccédo feita nos comprimentos
de onda fixos de 254 e 350 nm (detector por varredura de espectro ao ultravioleta
por arranjo de fotodiodos SPD-M10A), com injetor Rheodyne 7725i, volume de
injecdo de 20 pL, e coluna RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm).

4.2.1.5 Métodos Espectroscépicos
Para a identificacdo e caracterizacdo das substancias foram usados os

métodos espectroscopicos como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H,
13C e APT e técnicas bidimensionais como COSY IH -'H, HMQC e HMBC. A
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amostra foi solubilizada em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) € 0 equipamento
utilizado para as andlises foi:

e Varian 400 MHz e 500 MHz, do LAMAR - NPPN/ UFRJ (Laboratério de

Andlises Multiusuérios por RMN);

e Varian 500 MHz (Laboratorio de Anélises por RMN- CCT - UENF)

A espectrofotometria de infravermelho também foi empregada. A pastilha de

KBr (seco) foi prensada com 8 toneladas por 10 minutos. Esta pastilha foi usada
como branco (background). Apds, a pastilha foi impregnada com substancia isolada
e feita a leitura na regido de 4000 a 500cm™. O equipamento usado foi o Modelo

IRAffinity-1 de Tranformada de Fourier (Shimadzu), com softawe IR solution.
4.2.2 Preparacédo do Extrato Aquoso e Fracdes

Os frutos de Annona muricata L. foram lavados com agua destilada e
separadas as suas partes (casca, semente e polpa). A polpa foi submetida a
extracdo com agua, originando o extrato aquoso (GS), o qual foi preparado na
proporcdo de 75% (p/v), em liquidificador comercial, sendo depois centrifugado e
liofilizado. Uma parte do extrato aquoso foi submetida a uma precipitagdo com etanol
(1:1) originando um sobrenadante (GSS) e um precipitado (GSP) (Figura 10).

7" AA, CLAE,

Gs .. AREB .~
cmmmm el m=131g Temeee--oo
{ N " Precipitagdo etanotlica 1:1
N, CLAE, J Rend: 99 6%
S L0EEL ess GSP
m=120g m = 10,60 g

Extracdo liquido-liquido
Rend: 97,8%

FH FACEt FB Residuo
m=39mg .| m=10,67g..---m=2594g m=280,719
COAA, COAA,
\. CLAE, [/ \_ CLAE, [
~EB -7 ~EB -7

Figura 10: Esquema da obtencdo do extrato aquoso e fragOes a partir da polpa de

A. muricata L. AA = Atividade Antioxidante. EB = Ensaios Biologicos.
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Apés, realizou-se uma extracdo liquido-liquido a partir do sobrenadante (GSS)
com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as seguintes fragdes:
hexano (FH), acetato de etila (FACEt), butanol (FB). A outra parte do extrato aquoso
foi submetida aos ensaios biolégicos.

Sendo este um estudo bioguiado, as fragbes FACEt e FB foram selecionadas
para as purificagcbes e outros ensaios por serem agquelas que apresentam as

substancias mais promissoras, visto terem apresentado atividade biologica.

4.2.3 Fracionamento, Isolamento e Identificacdo de Substancias

ApoOs obtencado, as fracBes (FACEt e FB) foram submetidas as técnicas
cromatograficas como especificado no item 4.2.2 A fase mével empregada nas
colunas cromatogréficas até a obtencdo das fracdes € apresentada na Tabela 5. Ja
as fases estacionarias utilizadas para a montagem das colunas cromatogréficas
empregadas, bem como as subfracBes resultantes e seus rendimentos s&o
mostrados nas Figuras 11 e 12. Vale ressaltar que o processo de fracionamento foi
direcionado pela CCD, onde as frac6es eluidas foram agrupadas em conjuntos de

acordo com as manchas semelhantes entre si.

Tabela 5: Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta.

Concentracdo de A Concentracao de B
(Agua acidificada) (Acetonitrila)
100 0
70 30
50 50
30 70
0 100

Todas as fracdes e subfracdes foram submetidas a analise por CLAE. As
substancias isoladas foram codificadas por: AM-1, AM-2, AM-3, AM-4 e AM-5.
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FACEt
m=5g

ﬂ RP-2  (Rend. 56%)

100% H,O 50% MeOH 100% MeOH
m=2,726 g m = 61,8 mg m =17 mg
RP-2 (Rend. 76%) ﬂ ﬂ RP-2 (Rend. 95%)
I I I I I I
A B C A B C
m=1,432 g m = 60 mg m =8 mg m=20,5 mg m =20 mg m =7 mg
RP-2 (Rend. 88 %)ﬂ ﬂ Sephadex-LH20 (Rend. 96 %)

1 2 3 4 5 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
m=1,08 g m=38mg || m= 14,6 mg m =6 mg m =4 mg m=12 mg m =2 mg m = 0,5 mg

ﬂ Sephadex-LH20 (Rend. 72 %)

a b c
m=1 mg m =654,7mg || m =57 mg

— AM-1

Figura 11: Esquema do fracionamento da FACEt. A = Subfracdo 0% MeOH. B = Subfracdo 50% MeOH. C = Subfra¢do 100% MeOH.
1 = Subfragdo 0% MeOH. 2 = Subfracdo 30% MeOH. 3 = Subfragdo 50% MeOH. 4 = Subfracdo 70% MeOH. 5 = Subfracdo 100%
MeOH. AM-1 = Substancia isolada.
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100% H,O 50% MeOH 100% MeOH
m=17,220 g m = 220,6 mg m =506,1 mg
RP-2 (Rend. 71 %) ﬂ ﬂ Sephadex-LH20 (Rend. 84 %)

A B C D Ao BO CO
m =10,8g m=130 mg m =726 mg m=6mg m=4,9 mg m = 310 mg m =17 mg

RP-2 ﬂ* ﬂ * ﬂRP-lS (Rend. 98 %)
| |

lavel | | l
%) soluve
(Rend. 85 % solavel insolavel m =363 mg 1 2 3 - 2
m=120 mg m =9 mg N — m =9 mg m= 20 mg m=7mg m =110 mg m =40 mg
insolavel - ﬂ - 0
m = 360 mg AM-3 «— RP-18 (Rend. 99 %)
I I I I N —— I I I |

1 2 3 4 a b c d

m=0,5 m = 30 mg m =50 mg m=8,44¢g m=12 mg m =8 mg m =80 mg m =5 mg
L JAM-2 —> AM-4

Figura 12: Esquema do fracionamento da FB. A = Subfracdo 0% MeOH. B = Subfracdo 50% MeOH. C = Subfracdo 70% MeOH. D = Subfracéo
100% MeOH. A° = Subfrag&do 0% MeOH. B? = Subfracdo 50% MeOH. C = Subfracdo 100% MeOH. 1 = Subfracdo 0% MeOH. 2 = Subfra¢gédo 30%
MeOH. 3 = Subfracdo 50% MeOH. 4 = Subfracdo 70% MeOH. 5 = Subfracdo 100% MeOH. a = Subfracdo 0% MeOH. b = Subfracdo 50% MeOH.
¢ = Subfracdo 70% MeOH. d = Subfracdo 100% MeOH. AM-2, AM-3, AM-4 = Substancias isoladas. * = lavagem com THF.
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4.3 Andlises de Parametros Fisico-Quimicos
4.3.1 Acucares Redutores

A analise do teor de acucares redutores foi feita com 1g de polpa fresca
diluida em 10 mL de agua Milli-Q, a qual foi centrifugada por 10 minutos, o
sobrenadante foi filtrado (filtro 0,45um)e injetado em cromatografo liquido de alta
eficiéncia da marca Shimadzu, modelo CBM-202, utilizando coluna rezex RCM-
Monosaccharide Ca*? (300 X 7,8 mm) com fluxo de 0,6 mL/min, temperatura de
85°C; volume de injecdo de 20 pl; detector de indice de refracdo RI YL9170;
sendo a fase movel aquosa (Rezex, 2011; Zuleta & Sambucetti, 2006).

Foi empregado o método de padronizacdo externa. Uma curva analitica
com diferentes concentracdes (0,3 a 15mg/mL) de padrdes de glicose (Merck)
(Tabela 6; Figura: 13) e outra para frutose (Merck) (Tabela 7; Figura: 14) foram
realizadas. Através de regressao linear foi obtida a equacéo da reta e a partir

desta, a concentracdo de glicose e frutose na amostra.

Tabela 6: Dados de massa (em mg/mL) de glicose injetada e as respectivas
areas obtidas.

Massa de glicose | Area correspondente
injetada (em mg/mL) ao pico
15 2.981.595
12 2.355.575
9 1.778.897
6 1.218.826
3 5.963.665
1,5 331.133
0,7 159.543
0,3 60.102
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Figura 13: Gréfico da area do pico X massa (em mg/mL) injetada de glicose

obtido a partir dos valores apresentados na Tabela 3.

Tabela 7: Dados de massa (em mg/mL) de frutose injetada e as respectivas areas

obtidas.

Massa de frutose Area correspondente
injetada (em mg/mL) ao pico
10 1.951.828
8 1.560.578
6 1.193.124
3 561.416
15 277.340
0,7 165.280
0,3 57.311
10 1.951.828
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Figura 14: Gréfico da area do pico X massa (em mg/mL) injetada de frutose

obtido a partir dos valores apresentados na Tabela 4.
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4.3.2 Acido Ascoérbico

Para a andlise do teor de vitamina C foi empregada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Cerca de 1g de amostra foi homogeneizada em
solucédo de acido oxalico 0,5% em um volume final de 10 mL e centrifugada por 10
minutos. O sobrenadante foi levado ao ultrassom por 10 minutos. A amostra foi
filtrada (filtro milipore 0,45um) e injetada no cromatégrafo, sendo usada a coluna
C-18 Macherey-Nagel. O sistema de solvente utilizado foi fosfato de potassio
monobasico (P.A.) e brometo de cetil trimetil aménio, com eluicdo isocratica
usando fluxo de 1mL/min no comprimento de onda de 254nm e DAD (detector de
ultravioleta). Uma solugdo padrdao de &cido ascorbico foi utilizada para a
determinacao do tempo de retencdo do mesmo (AOAC, 1995).

Foi empregado o método de padronizacdo externa. Uma curva analitica
com diferentes concentragcbes (0,00125 a 1mg/mL) de padrdo acido ascérbico
(Merck) (Tabela 8; Figura: 15) foi realizada. Através de regresséo linear foi obtida

a equacao da reta e a partir desta, a concentracdo de acido ascorbico na amostra.

Tabela 8: Dados de massa (em mg/mL) injetada de acido ascoérbico e as

respectivas areas obtidas.

M,as§a d_e ,AC' Area correspondente
Ascorbico injetada _

(em mg/mL) ao pico

1 62.094.786

0,5 32.412.488

0,15 9.963.386

0,1 9.706.600

0,01 8.473.635
0,005 423.682
0,0025 211.841
0,00125 105.921
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Figura 15: Grafico da area do pico X mass