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RESUMO

A reacdo de Maillard consiste no ataque nucleofilico do grupo amino de um
aminoacido a um grupo carbonilico de um acucar redutor, levando a formacéo de
produtos de glicacdo e, em sequéncia, a compostos dicarbonilicos reativos que podem
atacar grupamentos amino livres em proteinas, formando os produtos de glicacéo
avancada (AGEs). Os AGEs, em conjunto com os produtos avancados de
lipoperoxidacdo (ALEs), estdo relacionados a diversas doencas. Dessa forma, o
interesse por substancias com acao antiglicante, ou seja, que previnam as reacgdes de
glicacdo, por diversos mecanismos, tem crescido nos ultimos anos. Nesse contexto,
o0 presente trabalho tem como objetivo investigar as capacidades antiglicante e
antioxidante de polpas industrializadas e residuos de frutas comuns ao consumo da
populacdo brasileira. Para isso, polpas de frutas industrializadas foram extraidas de
duas formas distintas: uma extragdo com o objetivo de simular o consumo in natura
das frutas (apenas centrifugacao e liofilizagédo), e outra, por extracdo (etandlica) com
fins biotecnologicos. A extracdo dos residuos de jenipapo foi etandlica e realizada em
aparelho de Soxhlet, gerando o extrato semente + endocarpo (EJSE) e epicarpo +
mesocarpo (EJEM). Os extratos foram submetidos a avaliagdo de atividade
antiglicante em dois sistemas, um para glicacéo inicial a partir de uma mistura de
glicose/frutose e albumina sérica bovina (BSA), e outro sistema de glicacao
intermediaria, que consistiu na mistura de BSA com metilglioxal (MG). A atividade
antioxidante foi determinada pelos ensaios de atividade sequestradora de radicais
DPPH (ASRorpH), potencial redutor de ferro (FRAP), conteudo total de fendis (CTF) e
inibicdo da peroxidacao lipidica (IPL). O extrato liofilizado de acerola (LAC) se
destacou apresentando ASRorrH de 86,4%, e o extrato liofilizado de maméo (LMM)
apresentou o menor valor (9,9%). Para FRAP, o extrato etandlico de acerola (EAC)
apresentou o melhor resultado, 147,2 mg de equivalentes de trolox (ET)/g, sendo que
o0 extrato etanolico de caja (ECA) apresentou o menor resultado, 8,2 mg de ET/g. Para
o método de CTF, o extrato liofilizado de acerola (LAC) apresentou o resultado mais
promissor sendo de 179,6 mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g, enquanto que
0 extrato etandlico de mamao (EMM) apresentou o menor resultado: 4,2 mg de EAG/g
de extrato seco. De modo geral, os extratos etandlicos de residuos de jenipapo
apresentaram baixa atividade antioxidante. No teste de IPL, o extrato LAC se destacou
mais uma vez, apresentando cerca de 95% de inibicdo, durante os 30 min. Em relacao
a atividade antiglicante, em um sistema BSA-glicose/frutose, os extratos etandlicos de
graviola e caja (EGR, ECA) se mostraram mais promissores, apresentando valores de
inibicAo de AGEs de 86,5% e 85,2%, respectivamente. O extrato liofilizado de
mangaba (LMG) apresentou o menor valor de inibicédo (17,1%) e os extratos etandlicos
de acerola, goiaba e mamaéao e o liofilizado de maméo (EAC, EGO, EMM e LMM) néo
apresentaram atividade antiglicante. Os EJSE e EJEM apresentaram valores de
inibicdo de AGEs de 93% e 86%, respectivamente. Para o sistema BSA-MG, o LAC
nao exibiu atividade e o ECA apresentou resultados mais promissores (62,6%)
enquanto que o EGR inibiu 23%. O EJSE inibiu cerca de 82%, ja o EJEM inibiu 9%.
O presente estudo confirma que as frutas podem ser grandes fontes de antioxidantes
e antiglicantes, potenciais nutracéuticos na prevencao de diversas doencas, podendo
servir como base para futuros projetos biotecnoldgicos.

Palavras-Chave: Glicagdo. Antiglicante. Antioxidante. AGEs. Albumina de soro
bovina. Jenipapo. Frutas tropicais



ABSTRACT

The Maillard reaction consists of the nucleophilic attack of the amino group of an amino
acid to a carbonyl group of a reducing sugar, leading to the formation of glycation
products and, in sequence, to reactive dicarbonyl compounds, which can attack free
amino groups in proteins, forming the advanced glycation products (AGEs). AGEs, in
conjunction with advanced lipoperoxidation products (ALEs), are related to various
diseases. In this way, the interest for substances with antiglycation action, i.e. which
prevent the reactions of glycation, by several mechanisms, has grown in the last years.
In this context, the present work has as objectives to investigate the antiglycation and
antioxidant capacities of pulps and fruit residues, commonly consumed by Brazilian
population. For this, industrialized fruit pulps were extracted in two different ways: one
simulates the in natura consumption of the fruits (only centrifugation and lyophilization),
and the other, through ethanol extraction, for biotechnological purposes. The ethanolic
extraction of genipap residues was carried out in Soxhlet apparatus, furnishing the
extract seed + endocarpus (EJSE) and epicarpus + mesocarpus (EJEM). The extracts
were submitted to antiglycation activity screening, in two systems: one for initial
glycation from a glucose / fructose mixture and bovine serum albumin (BSA), and
another, concerning intermediate glycation system, consisting of the mixture of BSA
and methylglyoxal (MG). The antioxidant activity was determined by the radical DPPH
scavenging activity (RSAbrpH), iron reducing potential (FRAP), total phenol content
(CTF) and inhibition of lipid peroxidation (IPL). The lyophilized extract of acerola (LAC)
was shown to have RSApprrH Of 86.4%, and the lyophilized extract of papaya (LMM)
had the lowest value (9.9%). For the FRAP method, the acerola ethanolic extract (EAC)
presented the best result, 147.2 mg equivalents of trolox (ET)/ g, respectively, and the
ethanol extract of caja (ACE) presented the lowest result, 8.2 mg of ET/ g. For the CTF
method, the lyophilized extract of acerola (LAC) presented the most promising result
being 179.6 mg of equivalents of gallic acid (EGA)/g, whereas the ethanolic extract of
papaya (EMM) showed the lowest result: 4.2 mg of EGA/ g of dry extract. In general,
the ethanolic extracts of genipap residues presented low antioxidant activity. In the IPL
test, the LAC extract was highlighted, once again, with about 95% inhibition, during 30
min. The ethanol extracts of graviola and caja (EGR, ECA) were the most promising
for the antiglycation activity, in a BSA-glucose / fructose system, showing inhibition
values of AGEs near 86.5% and 85.2%, respectively. The lyophilized mango extract
(LMG) had the lowest inhibition value (17.1%) and the ethanolic extracts of acerola,
guava and papaya and the freeze -dried papaya (EAC, EGO, EMM and LMM) showed
no antiglycation activity. The two ethanolic extracts of genipap residues showed AGE
inhibition values of 93% for the EJSE and 86% for the EJEM. For the BSA-MG system,
the acerola lyophilized extract (LAC) did not exhibit activity and the ethanolic extract of
caja (ECA) presented the most promising results (62.6%), whereas the ethanol extract
of graviola (EGR) inhibited about 23%. EJSE inhibited about 82%, and EJEM inhibited
9%. This study confirms that fruits can be great sources of antioxidants and
antiglycation compounds, being potential nutraceutics, responsible for the prevention
of several diseases, and can serve for future projects on biotechnology.

Keywords: Glycation. Antiglycation. AGEs. Bovine serum albumin. Genipap. Tropical
fruits
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1 INTRODUCAO

A fruticultura brasileira é considerada uma das mais diversificadas do mundo,
com area de cultivo que supera 2 milh6es de hectares. O pais conta com grande
variedade de espécies de frutas temperadas e tropicais. De acordo com a
Confederacgéo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA, 2018), o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de frutas, atingindo cerca de 44 milh&es de toneladas por ano.
Recentemente, foram lancadas as metas da fruticultura brasileira até 2028, de acordo
com o plano nacional de desenvolvimento da fruticultura (PNDF, 2018): participar com
R$ 60 bilhdes no mercado global de alimentos; contribuir para que o consumo de
frutas e seus derivados no mercado interno atinja a marca de 70 kg/per capita/ano e
atingir o valor de US$ 2 bilhdes em exportagdes de frutas frescas e derivados.

O consumo de frutas tem sido amplamente recomendado por diretrizes de
saude, a fim de proporcionar uma melhor qualidade da alimentacdo da populagéo e
prevenir o desenvolvimento de diversas patologias. Além de serem fontes de minerais,
carboidratos e fibras, as frutas sdo ricas em compostos bioativos, dentre eles,
antioxidantes como vitaminas, carotenoides e polifenois. Porém, o consumo de frutas
pode ser limitado pela disponibilidade de frutas frescas em diferentes regides e épocas
do ano, uma vez que sado produtos altamente pereciveis. Dessa forma, para
proporcionar ao consumidor uma diversidade de frutas em diversas regides e épocas
do ano, e em condi¢des higiénico-sanitarias e nutricionais adequadas, a industria
aplica o processamento das mesmas, sob temperaturas de congelamento (COSTA et
al., 2013).

O mercado brasileiro de polpas de frutas tem crescido muito nos ultimos anos.
A regido Nordeste era, inicialmente, a responsavel pela maior producao de polpas de
frutas congeladas, porém, nos ultimos anos, esse cenario mudou e a producao ja se
expandiu por todo o territério nacional (SEBRAE, 2011).

Além da importancia comercial, as frutas representam componentes de
destaque no consumo alimentar da populacéo brasileira e a bioprospeccao de
propriedades bioativas, capazes de contribuir com a promoc¢ao da saude e prevencgao
de doencas, pode agregar valor comercial, nutricional ou até mesmo biotecnologico a
esses produtos. O interesse em investigar tais atividades em produtos naturais tem

papel de destaque na ciéncia e as investigacfes relativas a atividade antiglicante
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desses produtos, embora sejam relativamente recentes, representam um campo de
especial relevancia pelo potencial de aplicacdo do conhecimento em diversas &reas
como a Quimica, a Nutricdo, a Medicina e a Farmacia.

Os produtos de origem natural sdo reconhecidos por apresentarem uma grande
variedade de substéncias bioativas e, dentre eles, as frutas se destacam como
benéficas para a saude, por apresentarem potenciais antioxidante, anti-inflamatorio,
antiviral, antibacteriano, antifingico e antitumoral (MORALES-SOTO et al., 2014, AN
et al., 2016, NIKOLAEVA-GLOMB et al., 2014, PAZ et al., 2015, ARKHIPOV et al.,
2014, KHALEK et al.,, 2015). Dessa forma, as frutas podem também apresentar
potencial antiglicante, ou seja, podem, de alguma forma, inibir a glicacdo néo
enzimatica.

A glicacdo € uma reacdo ndo catalisada por enzimas, que se da no meio
biolégico ou em alimentos, e que ocorre entre a carbonila de acucares redutores e 0
grupo amino livre de biomoléculas. A glicacao inicia-se com a adi¢do de uma amina
primaria, como a lisina, a um acucar redutor (glicose, por exemplo), formando uma
carbinolamina intermediaria. Essa, por sua vez, apos desidratacdo, produz uma base
de Schiff instavel, que sofre o chamado rearranjo de Amadori, levando a compostos
mais estaveis, os “produtos de Amadori”. Em seguida, varias rea¢cdes podem ocorrer,
levando a formacdo de compostos dicarbonilicos reativos que apresentam potencial
reativo maior que os acucares redutores, podendo atacar novos grupamentos amino
em proteinas, levando a formacao dos produtos de glicacdo avancada (AGEs) que
estdo relacionados com o desenvolvimento de diversas doengas (KRAUTWALD et al.,
2010).

Assim, a investigacdo de polpas de frutas industrializadas, no presente estudo,
mostra-se relevante, uma vez que esse processamento € uma das principais formas
de comercializacdo e consumo desses alimentos, no Brasil. Por outro lado, a
investigagcdo de residuos de frutas torna possivel o seu aproveitamento, evitando
desperdicios, podendo, os mesmos, ser utilizados na alimentacdo na forma de
farinhas alimenticias, minimizando os problemas das indastrias de suco de frutas e
trazendo beneficios para a saude humana. Adicionalmente, ndo ha registros na
literatura de estudos sobre atividade antiglicante de residuos e polpas de frutas

industrializadas, tornando este um estudo inédito.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O fenbmeno da glicacéao

Em 1912, o cientista francés Louis Camille Maillard descreveu, pela primeira
vez, a reacdo de escurecimento ndo enzimatico ao observar a formacédo de
substancias amarronzadas, denominadas melanoidinas, a partir do aguecimento da
mistura de glicina e glicose em “banho-maria”, explicando assim o fendmeno do
escurecimento durante o aquecimento dos alimentos (SIMM, 2013). Posteriormente,
em homenagem ao cientista que a descobriu, essa reacao ficou conhecida como
reacao do tipo Maillard.

A reacao de Maillard, também denominada glicacdo ndo enzimatica, € uma
reacdo extremamente complexa, envolvendo diversas etapas. Para a industria
alimenticia, a reacao pode proporcionar beneficios, como a formacéo do odor e sabor
atrativos ao consumo, mas também trazer consequéncias negativas, como a perda de
aminoacidos essenciais e a formacao de substancias nocivas a saude humana, tais
como os produtos de glicacdo avancada (AGEs) (BARBOSA et al., 2016).

Ao longo das primeiras décadas apds sua descoberta, os estudos sobre a
reacdo de Maillard tiveram, como principal foco, os alimentos, embora consideravel
progresso da aplicacdo do seu conhecimento nas areas téxtil, geoldgica e
farmacéutica também tenha ocorrido. A descoberta de que o fenbmeno da glicacéo
também ocorria nos sistemas biolégicos foi descrita, em 1955, por Kunkel e Wallenius,
ao comprovarem a ocorréncia da glicacdo na hemoglobina (variante da hemoglobina
contendo um aduto de glicacdo), entdo denominada HbAic. Porém, apenas nas
Ultimas trés décadas, os estudos sobre a reacao de Maillard nos sistemas biolégicos
tém sido intensivamente realizados a fim de identificar o seu impacto sobre a saude
humana (VISTOLE et al., 2013).

Vlassara e seus colaboradores (2016) foram os primeiros a defender a hipétese
de que a carga total de AGEs do corpo humano poderia derivar de sua sintese in vivo,
como também da exposicéo dietética. A partir dai, os termos: AGEs enddgenos e
exdgenos, passaram a ser aplicados para se referir aos AGEs provenientes de fontes
metabdlicas ou ambientais, respectivamente. As evidéncias de que os AGEs
dietéticos contribuem para o montante de AGESs in vivo e para o seu potencial deletério

sobre a salde tém atraido o interesse de pesquisadores e estudiosos da area. Porém,
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€ sabido que a complexidade e heterogeneidade das estruturas quimicas dos AGEs,
bem como dos demais produtos da reacdo de Maillard, formados nos alimentos
durante alguns processos, em especial o tratamento térmico, Sdo maiores que as
estruturas metabolicamente geradas; e por esse motivo estipular a contribuicdo dos
AGEs de fontes alimentares tem se mostrado um grande desafio (GUILBAUD et al.,
2016).

2.2 A formacgédo dos AGEs
A glicacdo € uma reacdo que ocorre naturalmente nos sistemas bioldgicos,
porém, em excesso, pode trazer se€rios prejuizos a saude, jA que os AGEs estéo
relacionados ao desenvolvimento e progressdo de diversas doencas, tais como
diabetes, doencas renais, doenca de Parkinson, mal de Alzheimer, cancer,
esquizofrenia e outras (Figura 1) (WAUTIER et al., 2016, VICENTE MIRANDA et al.,
2016, LIN et al., 2016, KOUIDRAT et al., 2015).

Figura 1 — AGEs e Espécies Carbonilicas Reativas como biomarcadores em doencgas.
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Fonte: Adaptado de SIES; BERNDT; JONES, 2017.

Os AGEs séo formados em proteinas da matriz extracelular de tempo de meia
vida longo, como o colageno, em proteinas plasmaticas de tempo de meia-vida curto,
como a albumina sérica, ou ainda nas proteinas intracelulares. Em todos os casos, a

glicacdo é considerada uma modificacdo poés-translacional ndo enzimética de

proteinas. Os AGEs estdo presentes também na circulacdo sanguinea e na urina,
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sendo, no ultimo caso, derivados da protedlise de proteinas in vivo ou da absorcéo de
AGEs dietéticos (ALAMIR et al., 2013).

Na reacdo de Maillard ocorre a condensacao entre o grupo carbonila de um
acucar redutor e um grupo amino primario, que pode vir a pertencer, por exemplo, a
um residuo de lisina ou mesmo ao nitrogénio terminal de proteinas.

A Figura 2 (pag 20, cor verde) ilustra esse fenbmeno, tendo como agucar
redutor, a glicose e como proteina uma molécula genérica. Seguindo a reacéo,
observa-se que a condensacédo produz uma carbinolamina intermediaria, a qual se
desidrata, dando origem a um aduto, uma imina instavel (base de Schiff), podendo
essa se ciclizar e gerar a D-glicosilamina N-substituida. Quando em pH fisiolégico e a
temperatura ambiente, o derivado de imina ira sofrer o rearranjo de Amadori,
catalisado por acido (Mario Amadori, 1886 — 1941), resultando na 1-amino-2-desoxi-
2-cetose N-substituida correspondente, que por sua vez é capaz de ciclizar, gerando
os chamados produtos de Amadori, 0s quais se mostram bem mais estaveis, quando
em comparacao com a D-glicosilamina N-substituida. Porém, mesmo essas estruturas
ditas mais estaveis podem vir a reagir com aminoacidos, produzindo melanoidinas de
coloracdo amarronzada. H& de se ressaltar que as cetoses ndo redutoras podem
passar por um conjunto de reacdes semelhantes, as quais implicam no surgimento
das 1-amino-2-desoxi-aldoses N-substituidas. Os produtos de Amadori podem sofrer
enolizacdo, seguida por reacdes de desidratacdo e hidrélise, gerando carbonilas
altamente reativas, como em o.B-dicarbonilicos, 1-desoxiglicosana e 3-
desoxiglicosana 1,2-dicarbonilicos. Os compostos dicarbonilicos gerados durante
esse processo podem reagir com o0 grupo amino de aminoéacidos, formando os
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (VISTOLE et al., 2013).

Os dicarbonilicos podem ser produzidos pela hidrélise da base de Schiff, em
um processo conhecido como rota de Namiki (pag. 20, Figura 2, cor azul), onde ocorre
a producéo de eritrose e da alquilamina. O composto ceto glioxal mono-alquilamina
pode sofrer adicdo de uma amina, levando a formagé&o da diimina que, por conseguinte
sofre hidrélise, produzindo o glioxal (NAMIK e TATEK, 1983).

Quando a oxidacdo de acgUcares € catalisada por metais, temos 0 processo
conhecido como “oxidagao de Wolff” (pag. 20, Figura 2, cor roxa) que ocorre na forma

endlica da glicose, no produto de Amadori e no glico-aldeido (produtos da
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retroaldolizagéo da glicose). A retroaldolizagéo da glicose pode gerar o eritritol e o
glioxal (pag. 20, Figura 2, cor rosa) ou eritrose e glico-aldeido (pag. 20, Figura 2, cor
marrom) sendo que neste ultimo caso, a oxidacao de Wolff tem como produto o glioxal.
O primeiro passo da reacdo ocorre com um cation metalico que abstrai um elétron da
forma endlica da glicose, produzindo um intermediario radicalar que reage com o
oxigénio, gerando compostos o-dicarbonilicos tais como a glucosona ou a 3-
desoxiglicosona e oxigénio molecular. Esta reacdo gera peréxido de hidrogénio,
através da reagdo entre duas moléculas de oxigénio radicalar, gerando também
radicais hidroxila, em presenca de metais. Dessa forma, ocorre a regeneracao do
catalisador metalico, pois o mesmo reage com o perdxido de hidrogénio. O
gliceraldeido e o ceto-enol estdo em equilibrio ceto-endlico com o metilglioxal e sao
formados através da retroaldolizacdo da 3-desoxiglicosona, que esta em equilibrio
com a sua forma endlica. O glioxal também é formado a partir da oxidacdo de Wolff
do produto de Amadori (WOLFF e DEAN ,1987).
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Figura 2 - Principais etapas na formagao dos AGEs.
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Tendo como base a estrutura quimica, os AGEs podem ser classificados
(Figura 3) em trés grupos distintos: (1) AGEs de reticulagéo fluorescentes, como a
vesperlisina e a pentosidina; (2) de reticulacdo nao-fluorescente, tais como
reticulantes de MG e hidroimidazolona (MGO-H1); e (3) AGEs néao-fluorescentes ndo
reticulantes, como a carboxietilisina (CEL) e a carboximetilisina (CML). Com excec¢ao
da pirralina e da pentosidina, a formacao de AGEs é irreversivel (YEH et al., 2017).

Figura 3 - Estruturas de alguns dos principais AGEs né&o florescentes e florescentes.
CML = carboximetil-lisina, CEL = carboxietil-lisina, MG-H1 = metilglioxal
hidroimidazolona isémero 1, ArgP = argpirimidina, GOLD = dimero de glioxal lisina,
MOLD = dimero de metilglioxal lisina.

AGEs nao fluorescentes

Lys (o] o o H
. B N
NS A HOJ\/NH Lys Ho)vNH—Lys j’: S—NH-Arg
o/\@/\o N
HaC

Pirralina CML CEL MG-H1
N N o
Lys7ox Lys Lys"g;le ~Lys
GOLD MOLD
Arg. Lys

Lys 4 NH N
N [ERN
SN ED
N
HN"N | HO” > "N
Arg\N)QN Lys

Pentosidina Vesperlisina

Fonte: XAVIER, 2018.

Os AGEs podem ser formados a partir de uma variedade de outras reacoes,
como a oxidacao de acucares, lipidios ou amino&cidos, gerando por sua vez, espécies
carbonilicas reativas (Figura 4) que podem realizar ligacBes covalentes com as
proteinas (URIBARRI et al., 2015).
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Figura 4 - Estruturas de algumas espécies carbonilicas reativas.
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Durante os processos térmicos, os compostos dicarbonilicos sdo gerados a
partir de carboidratos nas reacdes de Maillard, peroxidacao lipidica, glicélise ou
degradacédo proteica. Essas referidas moléculas sdo precursoras de AGEs e podem
ainda atuar como intermediarios em uma série de reacfes, nas quais eles respondem
principalmente as cadeias laterais N-terminais de arginina e lisina, com a formacéo de
AGEs. Os compostos dicarbonilicos sdo derivados de hexoses, como o glioxal (GO),
metilglioxal (MG) e a 3-desoxiglicosona (3-DG), e tem por principal caracteristica, a
capacidade de levar a carbonilacdo e ao comprometimento fisiolégico das
biomoléculas, como proteinas e até mesmo o DNA, podendo resultar no estresse
oxidativo, em inflamacdes e mesmo em carcinogénese. Dentre 0S compostos
dicarbonilicos, o metilglioxal se destaca como o principal intermediario reativo
intracelular (AHMAD et al., 2017).

Moléculas de glicose com estrutura exclusivamente linear estdo aptas a
participar da reacdo de Maillard, porém essa configuracado se apresenta em apenas
0,0001% da concentracao total de glicose, ao passo que os compostos de a-
oxaldeido, que também possuem estrutura linear, se mostram cerca de 10.000 vezes
mais reativos que os produtos de Amadori e ainda 20.000 vezes mais ativos que a
glicose, logo eles podem afetar a reacdo de Maillard, mesmo em pequenas
concentragcbes (TAGHAVI et al., 2017, MATAFOME et al., 2017).
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Diversas vias enziméticas que envolvem carboidratos geram como produtos
secundarios espécies como 0 MG, GO e o0 3-DG. A glicdlise é a via metabdlica mais
bem estudada, e é nela que se tem a principal fonte enzimética de MG in vivo. A Figura
2 (pag. 20, cor laranja) ilustra o processo de formacéao do MG pela via da glicélise. A
reacao se inicia com a fosforilacdo da glicose, gerando a glicose-6-fosfato, que sofre
isomerizacdo reversivel, catalisada por enzima, formando a frutose-6-fosfato. A
seguir, ocorre outra fosforilacdo gerando frutose-1,6-difosfato que sofre quebra,
formando gliceraldeido-3-fosfato que é facilmente convertido em di-hidroxiacetona-
fosfato que através da enzima MGO sintase, é transformada em metilglioxal (NAMIK
e TATEK, 1983; SEMCHYSHYN e LUSHCHARK, 2014).

2.3 Arelacdo entre o estresse oxidativo e o carbonilico

O estresse oxidativo € definido como um estado, onde ha desequilibrio entre
espécies oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, causando a disfuncéo da
sinalizagéo redox e dos mecanismos de controle e danos a biomoléculas (SIES, 2015;
OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2009).

Diversas reacfes de oxirreducdo promovem a formacdo de metabdlitos de
oxigénio, parcialmente reduzidos e altamente reativos, as EROs. Ha uma variedade
de espécies oxigenadas reativas que podem ser classificadas como radicais (hidroxila,
superoxido, entre outros) ou nédo-radicalares (peréxido de hidrogénio, oxigénio
singleto, entre outras) (PHULL et al., 2017). As EROs, em condigbes metabdlicas
normais, sdo removidas por mecanismos de defesa celular, que podem ser sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos.

O estresse oxidativo € causado pelo aumento da concentracdo de EROs,
quando comparado com os valores fisioldgicos normais. Em condi¢des patoldgicas,
ha um desequilibrio causando uma condicdo inflamatéria e de sérios danos celulares
(CHEN et al., 2012).

Estudos indicam a relacdo entre o estresse oxidativo e a patogénese de uma
gama de doencas humanas, dentre as quais estdo fibrose pulmonar, doencas
neurodegenerativas e cancer. Acredita-se que os principais fatores que levam a tal
desequilibrio sejam estresse, trauma, tipo de nutricdo, exercicio fisico demasiado,
distarbios imunolégicos, doencas degenerativas e desequilibrio hormonal, causando

com isso a geracao de EROs.
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As EROs podem ser produzidas durante o processo de glicacdo e, devido a
sua reatividade, contribuem para gerar modificacbes em proteinas, induzidas pela
glicacdo. Esse processo € conhecido como glicoxidacao. Ja foi evidenciado que o
estresse oxidativo apresenta um papel importante nas complexas reacdes que levam
a formacédo de AGEs, o que explica o acimulo de AGEs em meios onde h& estresse
oxidativo e inflamagdes (AHMAD et al., 2017).

Diversas sao as fontes ambientais ou metabdlicas de espécies reativas (ERS).
Similarmente as EROs, as espécies carbonilicas reativas (ECRs) podem ser
continuamente formadas e destoxificadas nos sistemas bioldgicos.

EROs e ECRs séo instaveis e capazes de alterar a conformacédo nativa de
biomoléculas, causando prejuizos fisioldgicos. Seus niveis devem ser controlados
para manter o equilibrio organico (a homeostase). Caso isso ndo ocorra, 0 organismo
entra em um estado de desequilibrio, levando ao estresse nitrooxidativo e carbonilico
(Figura 5) (WANG, 2016; SEMCHYSHYN et al., 2012).

O estresse carbonilico € definido como o acumulo de espécies carbonilicas
reativas (ECRs) nas células, derivadas da oxidacdo aerObia de carboidratos,
proteinas, DNA e varios catabdlitos capazes de se conjugar com biopolimeros,
ocasionando o desenvolvimento de diversas doencas como diabetes, cancer, doenca

de Alzheimer, cetoacidose alimentar e outras (Figura 5) (VISTOLI et al., 2013).
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Figura 5 - Uma visdo integrada e simplificada dos estresses oxidativo, nitrosativo e carbonilico: agentes, causas e conseguéncias.
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As ECRs podem ser formadas em processos de peroxidacdo lipidica, em
decorréncia do processo de estresse oxidativo.

A peroxidacao lipidica é definida como todo processo que engloba a interacao
de radicais livres derivados de oxigénio com acidos graxos poli-insaturados, gerando,
por conseguinte uma variedade de aldeidos eletrofilicos de alta reatividade (REED et
al., 2011) (Figura 6).

Os acidos graxos poli-insaturados sao espécies facilmente suscetiveis a
peroxidacao lipidica por EROs, onde ha a abstracdo de um hidrogénio alilico para
formar um radical alilico (L*). Esse, por sua vez, reage com oxigénio molecular (Oz),
resultando na formacéo do radical peroxila (LOO®) que pode ser transformado em
hidroperoxido lipidico (LOOH) pela abstracdo de um hidrogénio de outra molécula
lipidica (LH), o LOOH pode entédo, na presenca de Fe(lll), ser oxidado a LOO®. O L*®
formado propaga a reacdo, podendo reagir com Oz, levando novamente a formacéo
de LOO* e assim por diante (Figura 6) (SEMCHYSHYN et al., 2014).
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Figura 6 — Peroxidacao lipidica e a relacéo entre o estresse oxidativo e carbonilico.
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As ECRs provenientes da peroxidacao lipidica tém a capacidade de reagir com

grupamentos nucleofilicos de biomoléculas, levando a modificacdes irreversiveis e a

formacdo de inumeros produtos, que sdo denominados produtos de lipoxidacdo

avancada (ALEs). Estes podem levar a formacdo de EROs e, por conseguinte, a

propagacéo de modificagdes oxidativas (VISTOLI et al., 2013).

Os efeitos biol6gicos das ECRs sao semelhantes aos das EROs. Diante disso,

€ de se esperar que suas propriedades fisico-quimicas também apresentem relativa

similaridade. Todavia, as ECRs possuem maior tempo de meia-vida, além de dispor

de uma maior estabilidade, quando em comparagdo as EROs. Pode-se citar como

exemplo o fato de que algumas ECRs possuem o tempo de meia-vida de minutos a
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horas, ao passo que EROs tem tempos de meia-vida entre 10° s e 10° s (VISTOLI et
al., 2013).

As EROs nao carregadas, como o H202, tém a capacidade de atravessar
membranas biolégicas e se difundir por distancias relativamente longas no ambiente
intracelular. Por sua vez, as ECRs ndo carregadas, que sao mais estaveis, podem
migrar do meio intracelular e interagir com alvos que se situem bem distantes de seus
sitios de geracdo (SEMCHYSHYN et al., 2014).

Os AGEs induzem ao estresse oxidativo, que por sua vez, acaba ativando o
RAGE (receptor de AGEs), causando assim uma disfuncdo mitocondrial. Em
condicGes de estresse oxidativo, o acimulo mitocondrial de Ca?* leva a um sinal de
morte celular (MAHALI et al.,, 2011), potencializado por AGEs, excretados por
macrofagos ativados, que também induzem disfuncdo mitocondrial e morte celular.
Estudos diversos demonstraram que a disfuncdo mitocondrial € um fator importante
na doenca de Alzheimer, doenca hepatica gordurosa alcodlica (AFLD) (SONG et al.,
2014), diabetes e degeneracao de condrécitos (BYUN et al., 2017).

2.4 Mecanismos de acado dos AGEs
O mecanismo de acdo das AGEs é complexo e multi-alvo. A literatura sugere
trés mecanismos fundamentais de acao associados aos efeitos deletérios dos AGEs,
sendo eles: 1) reducdo da elasticidade dos vasos devido a ligagdes cruzadas de
AGEs com proteinas da matriz extracelular, de tempo de meia-vida longa, 2) ativacéo
de vias de sinalizacao celular e modulag¢ao da expressao génica por meio da interacao
dos AGEs com receptores celulares, 3) glicacdo de proteinas intracelulares e de

fosfolipidios de membrana, prejudicando a funcéo celular (KANDARAKIS et al., 2014).

2.4.1 Efeitos extracelulares de AGEs

As proteinas da matriz extracelular de tempo de meia-vida longa (MEC), bem
como as membranas basais vasculares, estdo propensas a formacéao e ao acumulo
de AGEs. Os AGEs séao responsaveis por diminuir a solubilidade e a digestibilidade
enzimatica, por comprometer a conformagdo geomeétrica dessas proteinas,
provocando anormalidades estruturais e funcionais permanentes. Estudos revelaram
que a formacéo de ligagdes cruzadas entre os AGEs e 0 colageno tipo | ou elastina
provocam o aumento na area da matriz extracelular, causando aumento da rigidez da

vasculatura. A producao de AGEs na laminina prejudica a ligagdo de seus polimeros,
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reduzindo a interacdo com o colageno tipo IV e com o proteoglicano de heparam
sulfato (BARBOSA et al., 2008).

Uma vez que os AGEs prejudicam a maior parte das proteinas que constituem
a matriz extracelular, a composicao geral da matriz extracelular pode ser modificada
provocando graves consequéncias patologicas. Outra consequéncia seria a
deposicéo extracelular de AGEs, o que pode perturbar a interacdo da matriz e das
células por meio da modulacao dos locais de ligacéo bioldgica e da inibicdo da ligacao
das células com o seu substrato (SCHALKWIJK e MIYATA, 2012).

2.4.2 Ativacao de caminhos de sinalizacao celular através da ligacao de
AGE aos receptores celulares

A producédo de AGEs acarreta a ativacéo de distintos caminhos de sinalizacao
mediados por uma série de receptores de superficie celular. Dentre os receptores de
AGEs, o mais estudado é o receptor multiligante para produtos finais de glicacédo
avancada (RAGE), porém, diversos outros receptores de AGEs ja foram identificados
(OTT et al.,, 2014). O RAGE é definido como uma proteina da superfamilia de
imunoglobulina de 35 kDa. Esse receptor age como um aglutinante multiligante para
diversas moléculas, como peptideos amildides-p, amildide A, S100 / calgranulinas,
anfoterina, grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1) e AGEs (KANDARAKIS et al., 2014).
Quando os AGEs interagem com o receptor RAGE, estimulam diversas cascatas de
sinalizacdo, como Jak / Stat, NADPH oxidase, proteina quinase ativada por mitbgenos
como p38, regulacdo extracelular (ERK) -1/2 e c-Jun N-terminal quinase (JNK). Além
disso, a sinalizacdo mediada por AGE via RAGE provoca a ativacdo de fatores de
transcricdo, como o fator nuclear (NF-kB) ou de resposta estimulada por interferon
(ISRE), seguido por uma expressdo aumentada de citocinas, fatores de crescimento
ou, por exemplo, subunidades imunoproteassomais. Apesar das interacdes RAGE-
AGE ativarem vias inflamatérias, existem outros receptores da familia dos receptores
de eliminagdo que executam um papel fundamental na endocitose mediada pelo
receptor, ocasionando a absorc¢éo intracelular e a degradagdo de AGEs, por fusao
com os lisossomas. Além disto, os “peptideos-AGE” podem ser excretados para o
sistema renal, enquanto os receptores sdo reciclados e se tornam disponiveis para
novos processos de endocitose. Esse processo é esquematizado na Figura 7 (OTT et
al., 2014).
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Figura 7 - Sinalizacdo mediada por AGEs e desintoxicac&o de AGEs via sistema lisossémico.
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2.4.3 Glicagao direta de proteinas intracelulares

Os acucares intracelulares e os intermediarios glicoliticos, como glicose-6-
fosfato, gliceraldeido 3 fosfato e dicarbonilicos, como glioxal (GO), metilglioxal (MG),
3-desoxiglicosona (3-DG) formam mais proteinas glicadas intracelulares do que
guantidades equimolares de glicose e potencializam a reacgao intracelular de Maillard.

Os AGEs intracelulares formam ligacdes diretas com as proteinas mitocondriais
da cadeia de transporte de elétrons, alterando a sua estrutura e funcdo e, como
consequéncia, inibem a sintese e a utilizacdo de ATP. Isso € paralelo ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o superoxido, por
mitocondrias. Simultaneamente, enzimas do sistema antioxidante, tais como,
glutationa peroxidase e a redutase, podem ter suas atividades comprometidas pelo
MGO, levando a uma alta producédo de EROs (KANDARAKIS et al. 2014). Os AGEs
intracelulares induzem modificacdes pds-transducionais das proteinas reguladoras e
prejudicam a funcao do proteassoma, alterando suas principais proteinas (QUEISSER
et al., 2010).

2.5 Inibidores de AGEs

De forma geral, os mecanismos bioquimicos dos inibidores de AGES ou
antiglicantes se baseiam em qualquer mecanismo que possa retardar ou prevenir 0
processo de glicacao in vivo, inibindo assim, a producéo de AGEs. A literatura relata
sete mecanismos basicos de inibicao da glicacao:
1) Inibicdo da formacao de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e outras, durante
0 processo de glicacdo ndo enzimatica. No estagio inicial da rea¢do de Maillard, ha
formacao de grande quantidade dessas espécies. Além disso, as bases de Schiff
podem sofrer oxidacdo produzindo novas espécies reativas e grupos carbonilicos
reativos. Dessa maneira, se uma substancia conseguir capturar ERONs no estagio
inicial da glicacao, ira reduzir o estresse oxidativo e diminuir a producdo de grupos
carbonilicos e dicarbonilicos reativos, inibindo assim, a glicagao.
2) Inibicdo da formacado da base de Schiff e dos produtos de Amadori. Os agucares
redutores apresentam grupos carbonilicos ou dicarbonilicos; o bloqueio desses grupos
pode inibir a producéo de AGEs.
3) Destoxificacdo de dicarbonilicos reativos como o metilglioxal (MG). Embora a

formacédo de AGEs ocorra através de reacdes quimicas néo controladas por enzimas,
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0s niveis de ECRs sdo controlados por mecanismos enziméticos, envolvendo
glioxalase, MG e 3-desoxiglicosona redutase. Uma vez que estas enzimas S&o
capazes de transformar GO em glicolato e MG em lactato, elas sdo importantes na
diminuicdo do estresse carbonilico (Figura 8). GO e MG sdo metabolizados
principalmente pela glioxalase 1 (GLO-1) do sistema glioxalase, dependente de
glutationa (GSH), com metabolismo menos eficiente por aldo-ceto redutase (ACRS) e
aldeido desidrogenase (ADHs). O 3-DG é metabolizado em 3-desoxifrutose por ACRs
e 3-desoxi-2-cetogluconato por ADH, como mostrado na Figura 8 (RABBANI;
THORNALLEY, 2015).

4) Inibicdo da reacdo pos-Amadori.

5) Bloqueio de liga¢cdes cruzadas de AGEs.

6) A formacdo de AGEs esta relacionada com a presenca de metais de transicao, por
tanto a quelacéo de ions metélicos pode inibir a formacao de AGEs.

7) Bloqueio do receptor de AGEs (RAGE), reduzindo assim o desenvolvimento
subsequente de estresse oxidativo e inflamacéao (WU et al., 2011, YEH et al., 2017).

Embora a defesa enzimatica suprima danos em macromoléculas bioldgicas,
ainda é uma defesa imperfeita, pois em alguns estados de doenca, as concentracdes
de adutos de glicacdo aumentam, sobrecarregando a defesa enziméatica (RABBANI,
THORNALLEY, 2015).

Diversos estudos relatam que ha reducédo na expresséo de GLO -1 na presenca
de diabetes (HAMOUDANE et al., 2015; RABBANI; THORNALLEY, 2014),
inflamacéo, hipéxia (HANSSEN et al., 2014) e envelhecimento (MORCOS et al.,
2008).

Devido a associacdo dos AGEs ao desenvolvimento de diversas doencas,
muitas estratégias que utilizam compostos naturais ou sintéticos estdo sendo
estudadas atualmente, e em relacdo aos varios estagios da reacao de Maillard, com
0 objetivo de inibir a formacdo de AGEs ou quebrar as ligacdes cruzadas causadas
por AGEs, ou ainda bloqueando a interagdao AGE-RAGE (ELOSTA et al., 2012).
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Figura 8 - Metabolismo de dicarbonilicos e defesa enzimatica contra a glicacao.
A: Metabolismo do glioxal e metilglioxal pelo sistema glioxalase, B e C: Metabolismo

pela 3-DG redutase e desidrogenase.
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A Figura 9 lista os principais mecanismos de inibicdo de glicagdo e exemplos

dos respectivos inibidores.

Os chamados “concorrentes de agucar” sao inibidores que agem bloqueando

ou modificando grupos amino livres em proteinas, evitando a glicagdo por agucares.

Dentre eles, estao o acido acetilsalicilico (aspirina) e o aldeido piridoxal-5-fosfato.

33



Os “concorrentes de proteinas” sado inibidores capazes de bloquear ou reduzir
grupos carbonila de agucares, impedindo que os mesmos participem da glicacao.

A formacéao de produtos de Amadori € um passo importante durante a glicacao,
sendo interessante, entéo, a utilizacdo de compostos com potencial de eliminacéo de
produtos Amadori in vivo. A literatura reporta que alguns produtos naturais como o
acido gélico e a quercetina inibem a formacgéo de produtos Amadori.

As amadorinas séo inibidores de reacédo pos-Amadori com potencial de inibir a
conversao do produto de Amadori em AGEs. Dentre esses compostos estdo a tiamina
(vitamina B1) e a piridoxamina. Além disso, alguns desses inibidores agem por
mecanismos mistos, ou seja, conseguem inibir a formacdo de AGEs por varios
mecanismos distintos, sdo exemplos a quercetina e o acido galico que podem agir
pelos mecanismos 1, 2, 3 e 6 descritos anteriormente (ELOSTA et al., 2012;
CHINCHANSURE et al., 2015).

A prevencéo de reacgdes posteriores que levam a formacgéao de AGEs, utilizando
agentes bloqueadores de compostos carbonilicos (mecanismo 3), como a
aminoguanidina e a silimarina, também podem inibir a formacdo de AGEs. Os
estimuladores das enzimas glioxalase também podem atuar como bloqueadores de
compostos carbonilicos, j& que como foi descrito anteriormente (Figura 8), o sistema
glioxalase desintoxica metilglioxal e glioxal. Dentre estes estimuladores, encontra-se
0 piceatannol (presente na semente do maracuja) que foi capaz de aumentar a
atividade da glioxalase 1 e os niveis de glutationa em células tratadas com MG,
aumentando a protecao celular (SUH et al., 2018).

Outra abordagem para reduzir os niveis de AGEs é a utilizagdo de interruptores
de ligacdo cruzada de AGEs com biomoléculas importantes, impedindo que a mesma
perca sua funcdo. Dentre esses compostos, estdo as procianidinas.

Por fim, existem inibidores que previnem a interacdo de AGEs com seus
receptores celulares. Esses compostos atuam bloqueando a interacéo entre AGEs e
RAGE, ou inativando AGEs ou RAGE, ou pela inibicdo da sinalizacao intracelular
mediada pela interacdo AGE-RAGE (mecanismo 7). S&do exemplos dessa classe de
compostos o kaempferol e o oxirresveratrol (ELOSTA et al., 2012; CHINCHANSURE
et al., 2015).
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Figura 9 - Mecanismos de inibicdo da formacado de AGEs e exemplos de inibidores.
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A aminoguanidina foi o primeiro inibidor de AGEs descrito na literatura. Esses,
como a aminoguanidina e a piridoxamina, impedem o acumulo de AGEs ao interagir
com as espécies carbonilicas reativas, agindo como armadilhas de compostos
carbonilicos e dicarbonilicos (Figura 10). Em estudos anteriores, a aminoguanidina foi
capaz de inibir a formacao de AGEs, evitando complicacdes diabéticas renais, retinais
e neurais. Porém, devido aos seus efeitos adversos, tais como atividades proé-
oxidantes e inibicdo de NO sintase, a aminoguanidina ndo pdde ser utilizada
clinicamente (KIM et al., 2017).

Figura 10 - Reacdo da aminoguanidina com compostos dicarbonilicos.
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Fonte: TORRES et al., 2018.
Estudos utilizando, principalmente, modelos in vitro, identificaram diversos

compostos naturais com atividade antioxidante e antiglicante, dentre eles destacam-
se os polifendis (SADOWSKA-BARTOSZ e BARTOSZ, 2016).

E importante destacar que os resultados obtidos a partir de ensaios in vitro ndo
sao suficientes para descrever o0s mecanismos que regem as reacdes in vivo, visto
que h& acentuadas diferencas nas condi¢cdes do meio ou mesmo nos mecanismos de
glicagdo, incluindo problemas de biodisponibilidade. Dessa maneira, prevenir a
glicacéo in vivo é tarefa muito dificil de ser alcancada e avaliada.

Em sua maioria, os farmacos tém por fungéo realizar a inibicdo de enzimas ou
receptores, de modo que se alcance a atividade semi-maxima em concentracdes
nanomolares ou micromolares, ao passo que inibidores de glicacao tém por finalidade
inibir a reacao estequiométrica com agucares ou carbonilas reativos, especialmente,
na presenca de altas concentracdes de grupos funcionais reativos de proteinas
(SADOWSKA-BARTOSZ e BARTOSZ, 2016).
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2.5.1 Alguns antioxidantes/antiglicantes escolhidos
Os polifendis séo representados por um grande grupo de substancias quimicas
presentes nas plantas e caracterizadas por apresentarem uma ou mais hidroxilas
ligadas a um anel aromatico. Estao presentes em vegetais, frutas, feijdo, vinho tinto,
cha e café. Os polifendis mais comuns incluem &cidos fendlicos, estilbenos, lignanas
e flavondides. Estudos relatam que diferentes polifendis apresentam atividade
antiglicante in vivo e in vitro (XUE et al., 2016, XIAO et al., 2015).

Os flavondides séo considerados o maior grupo dentre os polifendis.

As estruturas dos flavonoides (Figura 11) se apresentam como estruturas
aromaticas com 15 atomos de carbono (C15) em seu esqueleto basico, distribuidos
em 3 anéis, C6-C3-C6. Os flavondides C15 sdo biogeneticamente derivados do
fenilpropano (C3-C6) e de trés unidades de acetato (C6), em outras palavras, 0s
flavonoides derivam da benzo-y-pirona, um composto de origem vegetal. Esta
estrutura € também o fator essencial que determina a sua atividade antioxidante. A
atividade antiglicante dos flavondides pode ser parcialmente explicada pelo seu
potencial antioxidante. Estudos confirmaram potencial antiglicante de muitos
flavonoides, incluindo quercetina, quercitrina, genisteina, kaempferol, naringina, rutina
e galato de propila. Além disso, sdo considerados o grupo de polifen6is com maior
atividade de inibicdo da glicoxidacdo (SADOWSKA-BARTOSZ e BARTOSZ, 2016,
YEH et al., 2017).

Figura 11 - Estrutura quimica béasica de um flavonoide.

Fonte: AUTORA, 2018.
Os &cidos fendlicos sdo produtos vegetais secundarios presentes em

alimentos derivados de plantas, em concentracbes mais elevadas do que os

flavondides (WU et al., 2011). Estudos confirmaram que o acido galico, o acido
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vanilico, o &cido clorogénico e o &cido ferulico podem inibir, de forma significativa, a
modificacdo de proteinas mediada pela glicose. Outro experimento, envolvendo
ligacdes cruzadas de proteinas, revelou que os acidos clorogénico, sinapico, feralico,
vanilico e siringico poderiam inibir a formacdo de AGEs e como consequéncia a
ligacdo cruzada das proteinas. As caracteristicas estruturais e o potencial antiglicante
dos &cidos fendlicos mantém-se inconclusivas, mas podem estar relacionadas a
atividade antioxidante (YEH et al., 2017).

Outros polifendis presentes em diversos alimentos também apresentam
atividade antiglicante. O acido elagico € um polifenol alimentar comum que inibe a
producdo de AGEs através da eliminacdo dos compostos dicarbonilicos (MUTHENNA
et al., 2012). Alguns polifendis sdo capazes de interferir na sinalizacdo RAGE,
contribuindo para seus efeitos benéficos, além da inibicdo da glicacdo (SADOWSKA-
BARTOSZ; BARTOSZ, 2016).

Antioxidantes como a vitamina E e o acido lipdico apresentaram efeitos
significativos no retardo da peroxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
dos lipidios da membrana. Estudos in vivo e in vitro confirmaram que a suplementacao
com vitamina E foi capaz de diminuir a glicacdo da albumina sérica em pacientes
diabéticos. H& evidéncias de que o &cido lipéico pode prevenir complicacdes em
pacientes diabéticos como cataratas, lesdes vasculares e polineurite, além disso,
pode melhorar a disfuncdo vasodilatadora, proporcionando beneficios para a saude.
Experimentos envolvendo animais mostraram que a administracao oral de vitamina C
(1000 mg dia') em um periodo de quatro semanas consecutivas diminuiu a glicacédo
da proteina in vivo em 46,8% (WU et al., 2011).

A literatura reporta diversas atividades bioldgicas de produtos naturais.

A Tabela 1 lista produtos naturais que apresentam atividade biol6gica, com

destaque para aqueles que apresentam atividades antioxidante e antiglicante.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade biolégica, incluindo antioxidante e antiglicante.

PRODUTOS
NATURAIS

PRINCIPAIS RESULTADOS

METODOS UTILIZADOS

REF.

> S
Z

Curcuma longa

Prépolis marrom

Alecrim

e
Rosmarinus officinalis
Noz-moscada

Myristica fragrans

O extrato do rizoma do agafrdo revelou boa atividade
antioxidante e antiglicante, sendo capaz de reduzir a
formacdo de proteinas carboniladas e proteger contra a
perda do grupo tiol protéico.

As amostras apresentam potencial antioxidante, antiglicante
apresentando ICso de 16,5 ug mL! e citotoxico. A andlise de
sua composicdo revelou uma grande quantidade de
compostos biologicamente ativos, sugerindo forte potencial
no combate ao envelhecimento e doencas relacionadas ao
estresse oxidativo e carbonilico.

Os resultados mostraram atividade antiglicante para o
alecrim apresentando ICso (0,059 mg mL1) para inibi¢édo de
formagéo de AGE fluorescente semelhante ao ICso (0,067
mg mL?) da aminoguanidina.

O extrato aquoso do p6 das sementes (1000 pg mL?)
apresentou potencial antiglicante, pois foi capaz de diminuir
a formacdo de hemoglobina glicada apresentando um valor
de inibicdo de 42,75% com base em um sistema
hemoglobina/glicose.

Ensaio de quelacéo de metais, atividade de eliminacéo
de radicais superdxido, determinagdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos e
acucares redutores, glicésideos cardiacos, flavonoides,
fendis simples, proteinas e aminoécidos, glicagao in
vitro de BSA com frutose e glicose.

Conteudo total de fendis (CTF); capacidade
antioxidante através do DPPH*, FRAP e inibicdo da
peroxidacao lipidica, atividade antiglicante, por meio de
ensaio in vitro de glicose e albumina de soro bovino.

Medicao da atividade inibitéria para a formacao de AGE
fluorescente pelo modelo HSA / glicose.

Teste de hemoglobina glicada com glicose.

Tupe et al., 2013
Ramkissoon et
al., 2016

Xavier et al., 2017

Ishioka et al.,
2015

Bhutkar et al.,
2013

Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade bioldgica, incluindo antioxidante e antigicante (continuacao).

Coentro

=

Coriandrum sativum L.

Cravo da india

e G

Syzygium aromaticum
L.

Alho

Allium sativum L.
Cebola
E;;

v

Allium cepa L.

Além de apresentar atividade antioxidante, os resultados
revelaram também boa atividade antiglicante, onde o extrato
etanélico (1 mg mL1) inibiu cerca de 85% da formacéo de
AGEs com base em um sistema BSA / glicose.

Os resultados revelaram que o extrato aquoso do cravo rico
em polifendis, devido ao seu potencial antioxidante, foi capaz
de inibir a formagdo de AGEs fluorescentes e néo
fluorescentes nas concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0 mg mL*!
em 86,3%, 88,6% e 95,2%, respectivamente. O extrato
também impediu a oxidacédo proteica, diminuindo a formacéo
de proteina carbonilada em 73,7% e 66,1% e protegendo
contra a perda do grupo tiol protéico em 41,6% e 87,0% nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg mL™*

O tratamento com extrato de alho cru atenuou o nivel de
expressdo de RAGE em tecidos renais e hepaticos de ratos
diabéticos. Em outro estudo in vitro o extrato apresentou
atividade antioxidante e inibiu a glicacdo mediada por glicose
e por frutose.

Os resultados revelaram atividade antioxidante e
antiglicante, onde o extrato etandlico (1 mg mL™1) foi capaz
de inibir cerca de 71% da formacdo de AGEs com base no
sistema BSA / glicose.

DPPH?¢, contelido total de flavonoides e fendis, glicacédo
in vitro da albumina de soro bovino (modelo
BSA/glicose).

DPPH?®, conteudo total de flavonoide e fendis, FRAP,
ensaio de capacidade de absorvéncia de radicais de
oxigénio (ORAC), teste de capacidade antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC), Atividade de eliminacdo
de radicais hidroxilicos (HRSA), atividade de
eliminacao de radicais Superoxido (SRSA), Glicacdo in
vitro da albumina de soro bovino (sistema BSA/frutose),
determinacdo do teor de proteina carbonilada,
determinacgéo do grupo tiol.

Ensaio de quelagéo de metais, atividade de eliminacéo
de radicais de superéxido, determinagdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos e
acuUcares redutores, glicésideos cardiacos flavonoides,
fendis simples, proteinas e aminoécidos, glicagdo in
vitro de BSA com frutose e glicose.

DPPH?e*, conteudo total de flavonoides e fendis, glicacao
in vitro da albumina de soro bovino (modelo
BSA/glicose).

Kaewnarin et al.,
Tgagagajaja2014

Suantawee et al.,
2014

Al-Qattan et al.,
2016
Ramkissoon et al.,
2016

Kaewnarin et al.,
2014

Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade bioldgica, incluindo antioxidante e antigicante (continuacao).

Gengibre

. "“L
s

.
&*

Zingiber officinales
Rosc.

Cinnamomum
burmannii

Cebolinha

Y
Allium fistulosum L.

Pimenta do reino

4

Piper nigfum

Os resultados revelaram atividade antiglicante in vivo. A
alimentacdo com gengibre em ratos diabéticos resultou
numa reducdo da glicagédo das proteinas da lente tornando-
se eficaz contra o desenvolvimento da catarata diabética.
Além disso, em menor grau, inibiu a via de poliol. Em outro
estudo in vitro, foram analisados extratos etandlicos e por
infusdo em dois sistemas BSA / glicose e BSA / frutose, onde
0 extrato por infusdo no sistema BSA / glicose apresentou
maior inibicdo de AGEs. Também apresentou atividade
antioxidante.

Os resultados revelaram que a casca da canela inibiu a
formacédo de AGEs (74%) e foi capaz de reduzir a formacéao
de proteina carbonilada e proteger contra a perda do grupo
tiol protéico. Além disso apresentou atividade inibitoria
significativa na agregacéo de amildides de albumina.

Os resultados revelam atividade antioxidante, apresentando
alto poder de quelagéo de ions metdlicos e sendo capaz de
eliminar radicais superéxido. Além disso foram analisados
extratos etanolicos e por infusdo em dois sistemas BSA /
glicose e BSA / frutose, onde o extrato por infusdo no sistema
BSA / glicose apresentou maior inibicdo de AGEs.

Os resultados revelaram que a pimenta inibiu cerca de 70%
da formacé&o de AGEs. Foi capaz de reduzir a formacéo de
proteina carbonilada e apresentou alta protecdo contra a
perda do grupo tiol protéico.

Ensaio de quelacéo de metais, atividade de eliminacéo
de radicais de superéxido, determinagdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos e
acUcares redutores, glicdsideos cardiacos, flavonoides,
fendis simples, proteinas e aminoacidos, glicagéo in
vitro de BSA com frutose e glicose.

Conteudo total de fendis, glicacéo in vitro da albumina
de soro bovino (modelo BSA/frutose), estimativa de
carbonilagdo de albumina, estimativa do tiol da
albumina, estimativa da agregacédo de albumina.

Ensaio de quelagcéo de metais, atividade de eliminacéo
de radicais de superéxido, determinagdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos e
acucares redutores, glicésideos cardiacos, flavonoides,
fendis simples, proteinas e aminoécidos, glicagdo in
vitro de BSA com frutose e glicose.

Conteudo total de fendis, glicacéo in vitro da albumina
de soro bovino (modelo BSA/frutose), estimativa de
carbonilagdo de albumina, estimativa do tiol da
albumina, estimativa da agregacédo de albumina.

Saraswat et al.,
2010.
Ramkissoon et al.,
2016

Tupe et al., 2013

Ramkissoon et al.,
2016

Tupe et al., 2013

Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade bioldgica, incluindo antioxidante e antigicante (continuacao).

Hortel&-pimenta

Mentha piperita L.
Pimenta

Capsicum annuum
Brdcolis

Brassica oleracea
Salsa

Petroselinum crispum
Mill.
Semente de linhaca

Linum usitatissimum

O extrato etandlico apresentou boa atividade antiglicante
inibindo a glicacao mediada por glicose e por frutose. Possui
potencial antioxidante, sendo capaz de eliminar radicais
superoxido e mostrou atividade de quelacdo de ions
metdlicos.

Os resultados revelaram que a pimenta inibiu cerca de 80%
da formacdo de AGEs e foi capaz de reduzir de forma
moderada a formacdo de proteina carbonilada e proteger
contra a perda do grupo tiol protéico

Os resultados revelaram atividade antiglicante para os brotos
de brécolis com ICsode 0,101 mg mL™.

Os resultados revelaram atividade antiglicante pois foi capaz
de inibir a glicagdo mediada por glicose e por frutose. Além
disso, apresentou atividade antioxidante.

Os resultados revelaram que a semente de linhaga inibiu
quase 90% da formacéo de AGEs e foi capaz de reduzir de
forma moderada a formacdo de proteina carbonilada e
apresentou protecao contra a perda do grupo tiol protéico. A
atividade inibitéria significativa na agregacao de amiléides de
albumina foi cerca de 10%.

Ensaio de quelacéo de metais, atividade de eliminacéo
de radicais de superéxido, determinacdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos e
acUcares redutores, glicdsideos cardiacos, flavonoides,
fendis simples, proteinas e aminoacidos, glicagéo in
vitro de BSA com frutose e glicose.

Conteudo total de fendis, glicacéo in vitro da albumina
de soro bovino (modelo BSA/frutose), estimativa de
carbonilagdo de albumina, estimativa do tiol da
albumina, estimativa da agregacédo de albumina

Medi¢do da atividade inibitdria para a formacéo de AGE
fluorescente (modelo HSA / glicose).

Ensaio de quelacéo de metais, atividade de eliminagcéo
de radicais de superéxido, determinacdo de taninos,
saponinas, flobataninas, antraquinonas, terpendides,
diterpenos, esterbides, alcaldides carboidratos e
acucares redutores, glicdsideos cardiacos, flavonoides,
fenodis simples, proteinas e aminodcidos, glicagao in
vitro de BSA com frutose e glicose.

Conteudo total de fendis, glicacéo in vitro da albumina
de soro bovino (modelo BSA/frutose), estimativa de
carbonilagdo de albumina, estimativa do tiol da
albumina, estimativa da agregacédo de albumina

Ramkissoon et al.,
2016

Tupe et al., 2013

Ishioka et al.,
2015

Ramkissoon et
al., 2016.

Tupe et al., 2013

Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade bioldgica, incluindo antioxidante e antigicante (continuacao).

Roma

Vitis v‘inifera

Limao

Citrus aurantifolia
Banana

£

Musa sapientum

A casca e a polpa de roma apresentaram alta atividade
antiglicante, inibindo a glicag&o da albumina de soro humano
(HSA) e do colageno, sendo que a casca com ICso de 0.005
mg mL?* (modelo HSA/glicose) e 0.033 mg mL? (modelo
colageno/ glicose), se destacou por apresentar maior
atividade antiglicante do que a aminoguanidina com ICsp de
0.063 e 0.232 mg mL?! para o modelo HSA/glicose e
colageno bovino tipo I/ glicose.

A casca da uva apresentou boa atividade antiglicante e
antioxidante, podendo levar a possibilidade de utiliza-la
como prevencéao para complica¢des diabéticas mediadas por
AGEs. Os resultados mostraram que em diferentes
concentragdes (0,031-0,500 mg mL?) o extrato inibiu
significativamente a formagdo de AGEs em termos de
intensidade de fluorescéncia da BSA glicosilada, diminuiu
acentuadamente o nivel de fructosamina, e apresentou efeito
significativo na prevencédo de danos oxidativos de proteinas,
incluindo os efeitos sobre a oxidacédo do tiol e da proteina
carbonilada.

Devido ao seu alto nivel de compostos antioxidantes, como
flavanonas, flavonas, flavondis, acidos fendlicos, a polpa do
lim&o revelou boa atividade antiglicante inibindo a glicagcéo
da albumina do soro humana (HSA) e do colageno com ICso
de 0,147 e 0,435 mg mL-! respectivamente

Estudos mostraram atividade antiglicante para a polpa da
banana, inibindo a glicacdo da albumina do soro humano
(HSA) e do colageno com ICso de 0,358 e 0,427 mg mLY,
respectivamente

Glicacao in vitro da albumina de soro humano (modelo
HSA/glicose e colageno bovino tipo I/ glicose),

DPPH?e, atividade de eliminacdo de radicais hidroxilo e
radicais de superéxido, capacidade antioxidante
equivalente de TROLOX,, FRAP, poder quelante de
fons ferrosos, conteddo total de fendis e flavonoides,
glicacéo in vitro da albumina de soro humano (modelo
BSA/frutose), determinacdo da Frutosamina, do teor de
proteina carbonilada, do grupo tiol e da N¢
(carboximetil) lisina.

Glicacao in vitro da albumina de soro humano (modelo
HSA/glicose e coldgeno bovino tipo I/ glicose).

Glicacgéo in vitro da albumina de soro humano (modelo
HSA/glicose e colageno bovino tipo I/ glicose).

Parengkuan et al.,
2013

Jariyapamornkoo
netal.,2013

Parengkuan et al.,
2013

Parengkuan et al.,
2013

Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 1 - Produtos naturais com atividade bioldgica, incluindo antioxidante e antigicante (continuacao).

Jaca

—
=
Artocarpus
heterophyllus

Cereja acida italiana
&'

N\

Prunus cerasus L.
Kiwi

Actinidia chinensis
Abacate

Persea americana
Maca

Malus domestica

O extrato da fruta inibiu a glicagdo da hemoglobina
apresentando ICsp de 56,43% e apresentou atividade
antioxidante. Dessa forma, o estudo sugere que o extrato
apresenta atividade antidiabética pois pode diminuir os niveis
de hemoglobina glicada.

Os frutos totalmente amadurecidos (10 mg mLt) apresentaram
atividades antioxidante e antiglicante mais altas quando
comparados com frutos parcialmente amadurecidos, inibindo a
glicacdo ndo enzimatica da BSA induzida por metilglioxal em
80% e apresentando ICso de 5,8 + 0,2 mg mL™.

A casca e a polpa do kiwi revelaram boa atividade antioxidante,
sendo que a casca apresentou um resultado mais promissor.
Em relacdo a atividade antiglicante, a casca inibiu a formacgéo
de 67% dos AGEs. Dessa forma, a casca de kiwi pode ter
potencial como matéria-prima de baixo custo para as industrias
cosmética e farmacéutica.

Os resultados revelaram atividade antiglicante para o abacate
com ICsp de 0,220 mg mL-! apresentando poder de inibicdo de
formacao de AGEs fluorescentes.

Um estudo de diversas espécies de magas revelou atividade
antiglicante para casca e a polpa, apresentando potencial de
inibicdo da glicacéo da albumina do soro humana (HSA) e do
coldgeno, onde as cascas apresentaram resultados mais
promissores nos dois modelos.

Avaliacdo da glicagdo da hemoglobina, ensaio de
conteudo de &cido ascorbico, ensaio de eliminagao
de radicais hidroxila, ensaio de conteudo de B-
caroteno e licopeno, ensaio de atividade de
eliminagdo de perdxido de hidrogénio.

DPPH*, contetdo total de flavonoides e fendis,
ensaio de capacidade de absorvéncia de radicais de
oxigénio (ORAC), glicagdo in vitro da albumina de
soro bovino (modelo BSA/metilglioxal).

DPPHe*, FRAP, contetdo total de fendis e
flavonoides, quantificacdo da quercetina por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
glicacdo in vitro da albumina de soro humano
(modelo BSA/ Gliceraldeido).

Medicao da atividade inibitéria para a formacédo de
AGE fluorescente pelo modelo HSA / glicose.

Glicagdo in vitro da albumina de soro humano
(modelo HSA/glicose e colageno bovino tipo I/
glicose).

Tanjung et al.,
2015

Ferretti et al.,
2014

Lee et al., 2011

Ishioka et al.,
2015

Parengkuan et al.,
2013

Fonte: AUTORA, 2018.
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As frutas fazem parte do hébito alimentar da populagdo brasileira e s&o
consideradas alimentos protetores da saude por conterem, além de nutrientes
essenciais, compostos com potencial de atividade biolégica. Embora a literatura ja
tenha investigado variadas propriedades das frutas, o potencial antiglicante ainda é
pouco relatado, tornando assim relevante o estudo da capacidade antiglicante de
diversas frutas, em especial sob uma das suas apresentacées comumente disponiveis
para o consumo humano, as polpas industrializadas congeladas. Considerando ainda
a grande biodiversidade brasileira, o presente trabalho podera servir de base para
futuras investigacdes de potencial biotecnologico de produtos naturais da nossa flora
sob um aspecto ainda nao explorado.

2.6 Alguns métodos para avaliacdo da atividade antiglicante
Nos ultimos anos, devido a relacdo dos AGEs com o desenvolvimento de
diversas patologias, a pesquisa tem sido direcionada a busca de compostos que
possam inibir a formacdo de AGESs ou de seus precursores como os dicarbonilicos. A
literatura descreve procedimentos que podem ser utilizados para determinar

substancias com potencial antiglicante (MELO et al., 2015).

2.6.1 Avaliacéo da atividade antiglicante pelo sistema BSA-glicose/frutose

O ensaio de avaliagdo da atividade antiglicante pelo sistema BSA-
glicose/frutose tem o objetivo de avaliar o poder de inibicdo de AGEs fluorescentes
por uma molécula ou conjunto de moléculas (extratos) antiglicantes. A BSA é glicada
pelos acucares presentes no sistema (glicose e frutose) e a adicao de um antiglicante
podera diminuir a formacao de AGEs. O método € muito Util e simples, e embora seja
muito utilizado, apresenta algumas limitacdes, pois € um método que normalmente
requer um tempo longo de andlise, em torno de 7 dias, uma vez que a reacdo de
glicacdo é lenta. O poder inibitorio s6 é avaliado contra AGEs fluorescentes, além
disso, durante a reacdo podem ser formados outros produtos fluorescentes. Outra
desvantagem é que esse método nao informa a fase de inibigéo da glicagdo (MELO
et al., 2015).

Este método também pode ser realizado variando a proteina ou o acgucar
utilizado. Hori e colaboradores, 2012, estudaram modelos in vitro de glicacdo, onde
foram examinados: glicose, ribose e frutose como agucares redutores; albumina sérica

humana e bovina (HSA e BSA), colageno bovino tipo |, elastina, queratina e
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proteoglicano como proteinas. Esses estudos revelaram que esses modelos podem
ser Uteis para a avaliagao e rastreio de agentes inibidores contra a formacao de AGE.

2.6.2 Avaliacdo da atividade antiglicante pelo sistema BSA-MG

Este método tem o objetivo de avaliar o poder de inibicdo de AGEs
fluorescentes por uma molécula antiglicante no estagio intermediario da glicacéo de
proteinas a partir da reacdo da albumina bovina (BSA) com o metilglioxal (MG). Este
meétodo € muito simples e possui a vantagem de ser uma analise mais rapida quando
comparada com o sistema glicose/frutose, pois 0 MG é mais reativo que a glicose e
frutose, tornando a reacdo de glicacdo mais rapida. Apresenta desvantagens
semelhantes ao sistema glicose/frutose (tépico 2.6.1), pois 0 mesmo so6 avalia o poder
inibitério contra AGEs fluorescentes e durante a reacdo também podem ser formados

outros produtos fluorescentes e nao fluorescentes (WANG et al., 2011).

2.6.3 Avaliacdo da capacidade de captura de metilglioxal através de
derivatizacdo com orto-fenilenodiamina (OPD)

Este método tem o objetivo de avaliar a capacidade de um antiglicante de
capturar MG na etapa intermediaria da glicacdo. A quantificacdo de MG baseia-se na
derivatizacdo com OPD que leva a formacédo do produto 2-metilquinoxalina (2-MQ)
(Figura 12), esta reacao € acompanhada através de analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Depois de certo tempo, se a formacdo do produto 2-MQ
diminuir, significa que o composto analisado pode ser um antiglicante, jA que 0 mesmo
esta sendo capaz de capturar MG, o deixando menos disponivel para reagir com OPD.
Esse método € mais rapido quando comparado com os métodos fluorescentes citados
e possui a vantagem de informar em que etapa da glicacdo, ha acdo do composto
analisado. Sua desvantagem esta no fato de ser especifico para MG (WANG et al.,
2011).
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Figura 12 - Reacdo entre metilglioxal e orto-fenilenodiamina.
Q N
NH, A
+ H _—
/
N
NH, 0

2.6.4 Avaliacao da atividade antiglicante por eletroforese

Fonte: AUTORA, 2018.

A eletroforese € uma técnica simples que pode ser utilizada para avaliar
atividade inibitéria da reacdo de glicacdo, pois a mesma tem o objetivo de fracionar
proteinas presentes em varios tipos de fluido, levando em consideracdo suas cargas
elétricas e/ou sua massa molecular. A técnica é fundamentada nas forcas
eletroforéticas e eletroendosmaticas, onde um polo positivo (d&nodo) e outro negativo
(catodo) geram um potencial elétrico, promovendo a migracdo proteica, formando
diferentes bandas (MCPHERSON, 2011).

WIJETUNGE e PEREIRA, 2014 desenvolveram um método in vitro simples
para identificar o potencial inibitorio da glicacdo das proteinas, utilizando eletroforese
em gel de poliacrilamida. Foram examinados sistemas contendo BSA com glicose,
frutose e ribose na presenca e auséncia do inibidor de glicacdo padréo
aminoguanidina e as mudancas nas posicdes de migracdo das bandas de BSA foram
comparadas com controles ndo-glicados, glicados e inibidas apos a coloracéo do gel.
Embora seja uma técnica simples e Util, apresenta a desvantagem de ser uma andlise
apenas qualitativa. Além disso, ndo é possivel identificar o estagio em que a inibicao

ocorre.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar as atividades antiglicante e antioxidante de polpas de frutas

industrializadas, comercialmente disponiveis para consumo humano e de extratos

etandlicos de residuos de jenipapo.

3.2 Especificos

Investigar as capacidades antiglicante e antioxidante dos extratos de polpas de
frutas, a partir de extracédo etandlica e liofilizacao;

Investigar a capacidade de inibicdo da glicacdo in vitro da albumina sérica
bovina dos extratos de polpas e de residuos de jenipapo.

Determinar os conteudos totais de fendis dos extratos obtidos a partir das
polpas de frutas e dos residuos de jenipapo;

Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de polpa de frutas e residuos
de jenipapo por meio dos métodos de DPPH*® e FRAP;

Otimizar diferentes metodologias de prospeccao de componentes antiglicantes
em produtos de origem natural;

Prospectar potencial biotecnolégico em amostras de polpas de frutas e

residuos da fruticultura, disponiveis para o consumo humano.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes, solventes e equipamentos
A Tabela 2 apresenta os reagentes e solventes utilizados no presente trabalho,
engquanto a Tabela 3 apresenta os equipamentos. Os reagentes quimicos listados séo
de grau analitico de pureza e todas as solu¢des foram preparadas em agua ultrapura
(18 MQ cm) de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.

Tabela 2 - Reagentes e solventes utilizados no trabalho.

Reagentes e solventes Marca
Acetato de sddio CRQ (Cromato Produtos Quimicos Ltda)
Acido galico, Hexano Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil).
Carbonato de sédio anidro Reagen Quimibras Industrias Quimicas S.A
(Brasil)

Alcool metilico P.A e Alcool etilico
Absoluto P.A
L-a-fosfatildicolina (lecitina de Soja),
DPPH?® (2,2- difenil-1-picril-hidrazila),
Hemoglobina humana (Hb), Albumina de

Dinamica Quimica Contemporanea Ltda

soro bovina (BSA), Cloridrato de
minoguanidina Reagente Folin
Ciocaulteu (RFC), orto-felinenodiamina Sigma Aldrich Brasil Ltda.
(OPD),Trolox® (&cido 6- hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico), TPTZ
(2,4,6-tris(2-piridil)-5-tiazina), acido
cloridrico, cloreto férrico, AAPH (2,2’-
azobis(2-metilpropionamidina))
Fosfato de s6dio monobasico, fosfato de
sédio bibasico; EDTA Acros Organics
(&cidoetilenodiaminotetraacético)
Sonda Bodipy C11 581/591 (4cido 4,4-
difluoro-5-(4- fenil-1,3-butadienil)-4-bora- Molecular Probes (Canada)
3a,4a-diaza-sindaceno-3-undecandico).
Fonte: AUTORA, 2018.
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Tabela 3 - Equipamentos utilizados durante os experimentos.

Equipamento Marca

Espectrofotébmetro UV-vis Agilent 8453 (Estados Unidos)

Fluorimetro Shimadzu, RF-5301PC (Japéo)
Rotaevaporador Buchi R-210
Ultrassom Cristofoli
Agitador de solucdes Phoenex AP-56
Balanga analitica (0,01mg/0,1mg) Mettler Toledo AG 245
Liofilizador
Aquecedor BiomiXer 78 HW-1
pH metro (0,1 pH e 0,001 mV) Quimis Aparelhos Cientificos LTDA

Fonte: AUTORA, 2018.
O estudo experimental foi realizado no Laboratoério de Eletroquimica e Estresse

Oxidativo (LEEO) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), exceto a analise antiglicante que foi realizada na Central

Analitica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

4.2 Origem das amostras

Para o presente estudo, foram utilizadas polpas de frutas industrializadas
produzidas sob rigorosos padrdes higiénico-sanitarios e de aquisicdo de matéria-
prima (frutas provenientes de producdo organica, sem conservantes e livres de
agrotoxicos) e adquiridas da industria Santa Luzia Ltda., localizada no municipio de
Marechal Deodoro, Alagoas. As polpas foram mantidas sob temperatura de
congelamento até o momento das analises.

As farinhas dos residuos de jenipapo foram preparadas no laboratério de
derivados de cana-de-acgucar, localizado no Nucleo de Pesquisas Tecnhologicas (NPT)
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sob a supervisdo do Dr. Cicero

Alexandre da Silva.

4.3 Preparo dos extratos de polpas de frutas
O preparo dos extratos de polpas de frutas industrializadas foi realizado de
duas formas distintas.
A primeira extracao foi realizada com o objetivo de simular o consumo in natura
das polpas de frutas pela populagcdo. Dessa forma, as polpas foram centrifugadas,

liofiizadas e armazenadas para futuros testes. A segunda extracao, realizada de
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acordo com Infante et al (2016), foi etandlica, com o objetivo de mimetizar aplicacées
industriais, tais como na industria farmacéutica. As polpas foram liofilizadas e moidas,
posteriormente foram pesados 2 g do material liofilizado, em seguida foram
adicionados 20 mL de etanol absoluto P.A . A extracao foi realizada em ultrassom, por
30 min, em temperatura ambiente e ao final do tempo, a mistura foi filtrada. Foi
utilizado o rota-evaporador a 50 °C para retirar 0 solvente, os extratos foram
acondicionados em frascos de vidro ambar para testes antiglicantes e antioxidantes.

A Figura 13 esquematiza de forma simplificada os dois tipos de extracdo utilizados.

Figura 13 - Rota experimental referente ao preparo dos extratos de popas de frutas
industrializadas.

| Polpasde frutas |
|
I |

| Centrifugagiao | | Liofilizagao |

I
| Etanol (99%) |
[

I Liofilizagao | [ Ultra-som, por 30 min |
[
Filtragcaoe
rota-evalporacﬁo

| Extrato Liofilizado | | Extratos etandlicos |

Testes Testes Testes Testes
antiglicantes antioxidantes antiglicantes antioxidantes
BSA | [BSA | ' | | BSA BSA

(F+G) ve | |DPPH||FRAP | [CTF|[IPL | | (F+g) MG ||DPPH||[FRAP || CTF|[IPL |

Fonte: Autora, 2018.
4.4 Preparo dos extratos de residuos de jenipapo

Inicialmente, as amostras de residuos de jenipapo (Genipa americana L.),
foram bem lavadas em agua destilada (3x); apds a lavagem, as amostras foram
desidratadas em estufa de circulacdo de ar a 60 °C, por 48 h. Em seguida, as amostras
foram trituradas em moinho de laminas, fornecendo farinhas do residuo. Apos o
processamento, as farinhas foram peneiradas (peneira granulométrica - ABNT 35).
Por fim, as farinhas foram colocadas em vidros ambar e armazenadas a temperatura
ambiente.

Foram preparadas duas farinhas de residuos de jenipapo, uma constituida por
semente e endocarpo (parte mais interna do fruto) e a outra por epicarpo (por¢cao mais

externa do fruto) e mesocarpo (polpa), como mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Partes do fruto de jenipapo.

EPICARPO

SEMENTE

| ENDOCARPO

“~ MESOCARPO

Fonte: NATHIA-NEVES e MEIRELES, 2018.

A extracdo dos residuos de jenipapo foi realizada em aparelho de Soxhlet. Para
cada extrato, foram pesados 12 g do residuo seco, primeiramente foi realizada
extracdo com hexano por 6 h para desengordurar as amostras e s6 entao prosseguiu-
se com a extracdo em etanol por 6 h. O material extraido foi seco em rota-evaporador
(Buchi), para eliminacédo do solvente; o extrato foi entdo transferido para um vidro

ambar e armazenado sob refrigeracdo (Figura 15).
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Figura 15 - Rota experimental referente ao preparo dos extratos dos residuos de
jenipapo.

Residuos de
jenipapo

Hexano
’ Extragcao por 6 horas
| Etanol (99%)

| Rota-evaporagao |

l

| Extratos etandlicos |

|
[ |

| Testes antiglicantes | I Testes antioxidantes |

[ |
| [ |
] 5 (e

Fonte: Autora, 2018.

4.5 Avaliacao da capacidade antiglicante

4.5.1 Sistema BSA-glicose/frutose

O ensaio foi realizado segundo o método descrito por Melo e colaboradores
(2015) com algumas modificacdes. Inicialmente foram preparadas as solucdes de
BSA (3 mg mL?), frutose (200 mM) e glicose (200 mM) e as solu¢Ges das amostras
preparadas em concentragées diferentes (500, 400 e 333 pg mL! para os extratos de
polpas de frutas e 100, 50 e 25 pug mL* para os extratos etandlicos dos residuos de
jenipapo). As solugbes foram diluidas em tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100
mM, com azida de sodio 0,02 % (m/v)). O sistema reacional consistiu na adicao de
500 uL da mistura de frutose e glicose, a 500 pL das diferentes concentracdes das
amostras, em seguida adicionou-se 500 pL da solucdo de BSA. Entdo, as amostras
foram incubadas no escuro a 37°C com agitacdo constante durante 7 dias. Para o
controle negativo, na auséncia da amostra, utilizou-se tampéo fosfato (pH 7,4).
Aminoguanidina (100 pg mL™) foi utilizada como controle positivo. As andlises foram
realizadas em triplicata e a formacéo de AGEs fluorescentes foi quantificada a 37 °C,
utilizando um espectrofluorimetro (Aex = 360 € Aem = 440 nm). A porcentagem de
inibicdo (1%) na formagéo de AGE foi calculada da seguinte forma:

%= (Fcontrole negativo — Fexperimental corrigida/FcontroIe negativo) x 100 equa(;éo (l)
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onde Fcontrole negativo € & fluorescéncia para o controle negativo € Fexperimental corrigida € @

fluorescéncia do sétimo dia, subtraida da fluorescéncia do primeiro dia.

4.5.2 Sistema BSA-MG

O ensaio visa analisar o estagio intermediario da glicagéo de proteinas a partir
da reacdo da albumina bovina (BSA) com o metilglioxal. Foi realizado, utilizando o
método descrito por Wang e colaboradores (2011) com algumas modificacfes.
Primeiramente, foram preparadas solucdes de metilglioxal (1,5 mM), BSA (45 uM) e
as solugcdes das amostras foram preparadas em concentracdes diferentes (500, 400
e 333 ug mL* para os extratos de polpas de frutas e 100, 50 e 25 pug mL* para os
extratos etanolicos dos residuos de jenipapo). As solucdes foram preparadas em
tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sédio 0,02 % (m/v). O
sistema consistiu na adi¢do de 500 pL da solugdo de metilglioxal (1,5 mM) a 500 pL
da solugéo das amostras em diferentes concentracdes e mantida a 37 °C por 1 h. Em
seguida, adicionou-se BSA (45 uM) a cada sistema. Os sistemas reacionais foram
incubados no escuro a 37°C com agitacdo constante durante 2 dias.

Para o controle negativo, na auséncia da amostra, utilizou-se tampéo fosfato.
Como controle positivo foi utilizado aminoguanidina (100 ug mL1). As analises foram
realizadas em triplicata e os AGEs fluorescentes foram quantificados a 37 °C,
utilizando um espectrofluorimetro (Aex = 370 nm e Aem = 440 nm). A porcentagem da
inibicdo dos AGEs foi calculada, usando a mesma equacdo do sistema BSA-
glicose/frutose.

4.6 Avaliacéo do potencial antioxidante
4.6.1 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

Este método consiste em avaliar a capacidade antioxidante sequestradora de
radicais. A determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos de polpa de frutas
foi realizada segundo Saanchez-Moreno, Larrauri & Saura-Calixto (1999), com
algumas alteracdes. Para este método, foi preparada uma soluc¢éo do radical DPPH®
em metanol (40 ug mL?') e, em seguida, foram adicionados 300 pL da solucédo do
extrato a 2,7 mL da solugcdo de DPPH®* e, por fim, deixou-se reagir a temperatura
ambiente por 30 min. A capacidade antioxidante foi avaliada observando-se a redugéo

do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) de coloracdo puarpura a DPPH-H
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(difenil-picril-hidrazina), de coloracdo amarela através da diminuicdo da absorvancia
a 516 nm por espectrofotometria UV-vis (Agilent 8453).

A Figura 16 traz a reacdo de reducao do radical DPPH®.

Figura 16 - Reagao de reducao do radical DPPHe por um antioxidante genérico RH.

AL

l!l' + RH ——p» + R

O,N NO,

NO,
Fonte: AUTORA, 2018.
Para o calculo da atividade sequestradora do radical DPPH®, utilizou-se a

equacdao abaixo para 30 min:
%]I= [AbS controle — AbS amostra) | Abs controle] x 100 equa(;éo (2)

Onde, Abscontrole € @ absorvancia inicial da solu¢cao metandlica de DPPH® e AbSamostra
€ a absorvancia da mistura reacional (DPPH* + amostra).
4.6.2 Determinacao da capacidade antioxidante redutora de ferro
(FRAP)

A determinacéo da atividade antioxidante por meio da reducéo de ferro (FRAP)
foi realizada, segundo o método de Larrauri et al (1997), com algumas alteracfes. O
método consiste na medida da habilidade que os antioxidantes presentes na amostra
tém de reduzirem em meio acido (pH 3,6) o complexo Fe3*/ TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil)-
s-triazina) [Fe(lll)(TPTZ)2]®*, para formar o complexo Fe?* [Fe(I)(TPTZ)2]** de
coloragéo azul, com absorgéo, em 595 nm (Figura 17).
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Figura 17 - Reacéo de reducdo do complexo TPTZ (Fe*'/Fe?").
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Fonte: PRIOR et al., 2005.

O reagente FRAP foi preparado a partir da mistura de 25 mL de tamp&o acetato
(300 mM, pH 3,6), 2,5 mL solucédo TPTZ (10 mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL da solugéo
de FeCls.6H20 (20 mM), sendo preparado apenas ho momento da andlise. Em cada
tubo de ensaio, adicionou-se 90 pL da amostra, 270 pL do solvente e por fim
adicionou-se 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram agitados no vortex AP-56
para a homogeneizacdo da mistura reacional, e colocados em banho-maria a 37 °C
por 30 min. Em seguida, a medida da absorvancia foi feita em 595 nm (UV-Vis modelo
Agilent 8453). Utilizou-se Trolox para construgéo da curva padrédo, aliquotas de 90 uL
foram retiradas das solucdes preparadas na faixa de 0,04 a 7,50 mg L. Os resultados

foram expressos em mg de equivalentes de trolox/g de extrato seco.

4.7 Determinacédo do conteudo total de fendis (CTF)

A determinacdo do conteudo total de fendis foi obtida segundo o método de
Folin-Ciocaulteu (RFC), descrito por Cicco et al (2009) com algumas alteracdes.
Primeiramente, os extratos (100 ug mL*) foram diluidos em tampéo fosfato (50 mM,
pH 7,4, NaCl 100 mM, com azida de sodio 0,02 % (m/v)), em seguida, foram
adicionados aos tubos, 120 yL da amostra,180 pL de agua, 0,3 mL do reagente de
Folin-Ciocaulteu e 2,4 mL de carbonato de sédio a 5% (m/v), de forma que o volume
final fosse de 3 mL. Os tubos foram colocados em banho-maria em uma temperatura
de 40°C, no escuro, por 20 min. Por fim, foi medida a absorvancia no
espectrofotometro UV-vis (Agilent 8453) a 760 nm.

Os conteudos totais de fendis (CTF) foram obtidos a partir de curva de

calibragéo utilizando acido galico (0,7 a 7,0 mg L'*) como padréo e os resultados foram
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expressos em miligrama de equivalentes de &cido gélico/grama de extrato seco (mg
de EAG/g de extrato seco).

O &cido galico (padréo utilizado) € um composto fendlico que, em meio basico
€ desprotonado, formando o carboxilato que sofre oxidorreducéo na presenca de sais

de molibdénio (presentes no reagente Folin-Ciocalteau) (Figura 18).

Figura 18 - Reacdo de oxidorreducédo do galato de s6édio com o molibdato (VI).
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Fonte: Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).
4.8 Avaliacao da inibicdo da peroxidacao lipidica (IPL)

As técnicas fluorimétricas sdo comumente utilizadas na medida da
lipoperoxidacdo. O método baseia-se no decaimento da fluorescéncia emitida por uma
sonda acoplada ao lipossomo (Figura 19) (KAROLIN et al., 1994), pelo atague de uma
espécie reativa (MACDONALD; MURRAY; AXELSEN, 2007).

O AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamidina) € um composto azo extensamente
utiizado como gerador de radicais livres a 37 °C, pois sofre termdlise, produzindo
nitrogénio molecular e radicais alquila, que podem se combinar formando produtos
estaveis ou reagir com oxigénio molecular formando os radicais peroxila (ZULUETA
et al., 2009; FERREIRA, 2013).

A reacéo de termdlise do AAPH durante o método de peroxidagéo lipidica esta
representada na Figura 20. Através desta reacéo foi possivel medir a capacidade das

amostras em inibir a peroxidacéo lipidica, frente ao radical peroxila.
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Figura 19 - Sonda fluorescente C11-Bodipy ancorada a um lipossomo.

Fonte: FERREIRA, 2013.

Figura 20 - Reacdo de geracéo de radicais durante o ensaio de peroxidacdo lipidica.
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Fonte: Adaptado de ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009; FERREIRA, 2013.
O presente método foi realizado segundo Drummen e colaboradores (2002).

Lipossomas de fosfatidilcolina de soja (6-8% de insaturagfes) foram preparados, com
0 objetivo de simular uma membrana celular. Para o método, foi necessario o preparo
prévio de vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja. Para isto, foi preparada
uma solucéo de fosfatidilcolina de soja (1 mmol L*) em 10 mL de tampéo fosfato (50
mmol L1, pH 7,4). Para solubilizar o lipideo, levou-se ao banho ultrassom, a 50 °C,
por cerca de 30 min, agitando as solugdes (em voértex) a cada 10 min. Durante esta

etapa, ocorreu a formacgéo dos lipossomas multilamelares. Em seguida foi montado
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um sistema extrusor de membranas de 100 nm de diametro de poros (Avanti Polar
Lipids®) e a solucdo contendo os lipossomas multilamelares foi passada por esse
sitema (15 vezes), obtendo assim os lipossomas unilamelares com 100 nm de
diametro (MACDONALD et al.,, 1991). Em seguida foi realizada a incorporacéo
adicional de 0,1 umol L da solucdo da sonda fluorescente C11-BODIPY381/591 em
DMSO (DRUMMEN et al., 2002). O tamanho de particula foi confirmado por Nanotrac-
Zetatrac, modelo NPA151-31A-0000-D30-10M. Apds o preparo das vesiculas, as
medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37°C usando um espectrofluorimetro.
Em uma cubeta de quartzo de 1,0 mL, quantidades adequadas de suspenséo de
vesicula unilamelar, de tampao fosfato pH 7,4 e, da amostra (50 ug mL?) ou Trolox (1
mg mL1), como um controle positivo, foram misturados. A reacéo foi iniciada com a
adicdo de 100 uL de AAPH (100 mmol L1). O decaimento de fluorescéncia (Aexcitagao=
580 nm, Aemissao= 600 nm) foi monitorado continuamente durante 30 min. De acordo
com DRUMMEN e colaboradores (2002), esta sonda fluorescente, através de seu

monitoramento, fornece informacdes sobre a integridade do mimético de membrana.

4.9 Andlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey ao nivel de 95% de significancia (p<0,05) utilizando o software Origin 9.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos
Os extratos obtidos por extracdo etandlica e por liofilizacdo foram codificados
conforme listado na Tabela 4. Os rendimentos foram calculados a partir da massa
inicial da polpa (100 g) em relacdo a massa final da polpa, apos a liofilizacdo. Os
rendimentos estao listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Codificacdo e rendimentos dos extratos.

Extrato Codificacao Rendimento (%)
Etandlico de graviola EGR 1,2
Etandlico de mangaba EMG 0,65
Etandlico de maracuja EMC 0,3
Etandlico de maméo EMM 0,52
Etandlico de manga EMA 0,25
Etandlico de morango EMO 1,03
Etandlico de caju ECU 1,24
Etandlico de caja ECA 1,55
Etandlico de abacaxi EAB 1,07
Etandlico de goiaba EGO 0,61
Etandlico de umbu EUM 0,3
Etandlico de acerola EAC 0,73
Liofilizado de umbu LUM 53
Liofilizado de morango LMO 4,1
Liofilizado de caja LCA 8,3
Liofilizado de graviola LGR 7,0
Liofilizado de abacaxi LAB 6,6
Liofilizado de acerola LAC 4,5
Liofilizado de goiaba LGO 6,5
Liofilizado de mangaba LMG 10,4
Liofilizado de maracuja LMC 8,9
Liofilizado de caju LCU 4,3
Liofilizado de mamao LMM 4,8
Liofilizado de manga LMA 4,6

Fonte: AUTORA, 2018.
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Analisando a Tabela 4, para os extratos etandlicos, pode-se perceber que o
extrato etanolico de caja apresentou o maior rendimento (1,55%) enquanto que para
0 extrato etandlico de umbu (EUM) foi obtido o menor rendimento, de apenas 0,3 %.
Para os extratos liofilizados, o maior rendimento encontrado (10,4%) foi o do extrato
liofilizado de mangaba (LMG). O extrato liofilizado de morango (LMO) apresentou o
menor rendimento (4,1%).

De forma geral, os rendimentos para os extratos liofilizados sdo maiores em
relacdo ao rendimento dos extratos etandlicos. Isso pode ser explicado pelo fato de
que na extracao etandlica pode haver perdas ja que a polpa depois de liofilizada ainda
passa por outros processos (extracdo via Soxhlet, filtragdo) para entdo ser obtido o
extrato final para analise, enquanto o extrato liofilizado, apos a liofilizacéo, ja esta
pronto para analises.

Apés a producdo dos extratos de residuos de jenipapo, os mesmos foram
codificados e seus rendimentos foram calculados a partir da massa inicial submetida
a extracao (12 g) com relacdo ao extrato etandlico seco obtido e estéo listados na

Tabela 5. O EJSE apresentou o maior rendimento de 13.3%.

Tabela 5 - Codificacéo e rendimentos dos extratos etandlicos de residuos de jenipapo.

Extrato Codificacdo Rendimento (%)
Etandlico de jenipapo (semente + endocarpo) EJSE 13,3
Etandlico de jenipapo (epicarpo + mesocarpo) EJEM 10

Fonte: AUTORA, 2018.

5.2 Avaliacdo do potencial antioxidante
O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado pelos métodos da capacidade
antioxidante frente ao radical DPPH®, potencial redutor de ferro (FRAP) e para a
determinacao dos conteudos totais de fendis (CTF).
Os resultados para os extratos, seguindo os métodos acima citados, estao
listados na Tabela 6 para os extratos de polpas de frutas (etandlicos e liofilizados) e

Tabela 7, para os extratos dos residuos de jenipapo.
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Tabela 6 - Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPH®) e redutora de ferro (FRAP) e conteltdo total de fendis para os

extratos etandlicos.

DPPH®* (RSA%)

FRAP (mg de ET/g de extrato

CTF (mg de EAG/g de extrato

Fruta seco) seco)
Etandlico Liofilizado Etandlico Liofilizado Etandlico Liofilizado
Graviola 17,0 £ 0,9¢d 12,8 + 0,8¢de 137,4 + 4,1° 13,7 +1,1¢ 30,6 £2,6° 10,7 £ 0,3¢f
Mangaba 27,7 + 3,3° 23,3+ 9,2« 17,3 +0,8¢ 22,8+ 1,2° 11,7 £ 0,2°¢ 41,6 +2,1¢
Maracuja 66,4 + 1,42 18,1 + 5,7¢d 9,2+0,5f 17,2 + 1,7¢de 12,1 +1,3° 26,6 + 4,2¢
Mamao 33,9+2,1° 9,9 + 3,0 12,1 + 0,2 9,7 0,28 4,2 £0,3 23,0£1,1°
Manga 16,2  1,0¢ 18,3 £ 1,7¢ 9,4 £ 0,4 12,7+0,7¢ 13,6 £ 0,8° 57,5%7,7¢
Morango 38,3+2,8b 49,4 + 3,20 41,1 £0,9¢ 27,4 + 2,1bc 13,1+1,3° 21,0+0,2¢
Caju 35,6+ 0,8" 17,9 + 3,4¢de 20,2 £ 2,9 14,0 £ 0,5% 6,3 + 0,4c 42,1 + 8,3
Caja 24,1 + 2,8° 34,1 +15° 8,2+0,1f 32,0+0,5° 11,1 +0,9¢ 4,6 + 0,4
Abacaxi 36,8 + 3,8° 28,7+ 1,6% 16,6 + 1,6% 20,8+ 0,8« 14,1 £ 1,5¢ 6,5 + 0,6°
Goiaba 14,1 + 0,6¢ 32,2+2,8° 8,9 + 1,0 37,0+£2,3° 8,7 £0.5¢ 68,3 + 11°
Umbu 11,6 + 1,59 240+ 15° 22,9+ 1,2d 37,8+1,9° 10,0 £ 1,1°¢ 9,8 +0,2¢
Acerola 70 £ 5,28 86,4 + 3,72 147,2 + 2,02 128,9 + 2,62 104,3 + 3,02 179,6 £ 6,12

Fonte: AUTORA, 2018.
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Com o objetivo de tornar os resultados mais claros, visto que foram trabalhadas
diversas polpas de frutas industrializadas, os resultados foram normalizados, onde foi
considerada a maior atividade como 100% em cada ensaio (cada coluna individual),
conforme mostrado na figura 21, para os extratos etanolicos e na figura 22, para os

extratos lliofilizados.

Figura 21 - Atividades antioxidantes normalizadas dos extratos etanélicos de polpas
de frutas industrializadas, em relagc&o a cada teste antioxidante.
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Fonte: AUTORA, 2018.

Conforme apresentado na Tabela 6 e Figura 21, p6de-se observar que os
extratos etandlicos de acerola e maracuja (EAC, EMC) se destacaram, apresentando
atividade sequestradora do DPPH® de 70 e 66,4% respectivamente, enquanto que o
extrato EUM apresentou o menor resultado (11,6%).

Para o método de FRAP, o EAC apresentou o melhor resultado, 147,2 mg de
ET/g de extrato seco, enquanto que o extrato etandlico de caja (ECA) apresentou o
pior resultado, sendo de 8,2 mg de ET/g de extrato seco.

Para o conteudo total de fendis, o EAC apresentou resultados mais
promissores, sendo de 104,3 mg de EAG/g de extrato seco, enquanto que o extrato
EMM apresentou o pior resultado, 4,2 mg de EAG/g de extrato seco.
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Figura 22 - Atividades antioxidantes normalizadas dos extratos liofilizados de polpas
de frutas industrializadas em relagdo a cada teste antioxidante.
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Fonte: AUTORA, 2018.

Analisando a Tabela 6 e a figura 22, p6de-se observar que o extrato liofilizado
de acerola (LAC) se destacou, apresentando atividade sequestradora do DPPH* de
86,4%, enquanto que o extrato liofilizado de maméao (LMM) apresentou o pior
resultado (9,9%).

Para o método de FRAP, o LAC apresentou o melhor resultado, 128,9 mg de
ET/g de extrato seco, enquanto que os extratos liofilizados de mamao, manga e
graviola (LMM, LMA, LGR) apresentaram os piores resultados, sendo de 9,7, 12,7 e
13,7 mg de ET/g de extrato seco, respectivamente.

Para o conteudo total de fendis, o LAC apresentou resultados mais
promissores, sendo de 179,6 mg de EAG/g de extrato seco respectivamente, enquanto
gue o extrato liofilizado de caja (LCA) apresentou o menor resultado, 4,6 mg de EAG/g
de extrato seco.

De modo geral, a polpa de acerola apresentou maior atividade antioxidante nos
ensaios realizados. Isso pode ser explicado devido a presenca da vitamina C que
juntamente com as antocianinas como a malvidina, cianidina e pelargonidina
presentes na acerola, apresentam uma potente atividade antioxidante (BELWAL et al.,
2018).
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Tabela 7 - Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPHe) e redutora de
ferro (FRAP) e conteudo total de fenois para os extratos de residuos de jenipapo.

Extrato DPPH* FRAP (mgde ET/g CTF (mg de EAG/g de
(RSA%) de extrato seco) extrato seco)
EJSE 175+1,9 21,9+2,8 11,0+0,2
EJEM 9,0+ 0,4 16,6 +1,0 185+1,1
Aminoguanidina 20,1 + 2,3 7,9+0,8 202,2 + 10,3

Fonte: AUTORA, 2018.

Conforme apresentado na Tabela 7, p6de-se observar que o extrato EJSE
apresentou resultados mais promissores para os métodos de DPPH (17,5 %) e FRAP
(21,9 mg de ET/g de extrato seco).

Para o método de conteudo total de fenois (CTF), o EJEM apresentou o melhor
resultado (18,5 mg de EAG/g de extrato seco).

De maneira geral, os extratos de residuos de jenipapo apresentaram baixa
atividade antioxidante.

Também foram realizados os testes antioxidantes para a aminoguanidina
(padrédo utilizado para os testes antiglicantes). Foi possivel observar que a
aminoguanidina ndo apresentou boa atividade antioxidante nos métodos DPPH* e
FRAP estudados. A baixa atividade antioxidante da aminoguanidina pode ser
explicada devido ao fato da literatura ja ter relatado o seu efeito pré-oxidante.

Para o CTF, a aminoguanidina apresentou valores mais altos de que o0s
extratos da polpa de acerola industrializada (que apresentaram resultados mais
promissores para o CTF). Isso pode ser explicado pelo fato do reagente de Folin-
Ciocalteu nao reagir apenas com fendis, mas também com uma variedade de outros
compostos. Dentre as substancias fortemente reativas, além dos fendis, estdo as
aminas alifaticas terciarias, tampdes bioldgicos contendo aminas terciarias, triptofano,
hidroxilamina, hidrazina (como a aminoguanidina), certas purinas e outros agentes
redutores organicos e inorganicos. Dessa forma, 0 método permite a quantificacao de
fendis, mas pode sofrer interferéncias de outros compostos redutores de natureza
nao-fenolica (IKAWA et al 2003).

Para fins de comparacéo, na Tabela 8 estéo listados valores de DPPH* (ASR%),

FRAP e CTF encontrados na literatura para diferentes amostras de frutas.
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Tabela 8 - Valores da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*® e redutora de
ferro (FRAP) de residuos de frutas.

DPPH* FRAP (mg de CTF (mg de Referéncia
Extrato ET/g de extrato EAG/g de
(RSA%) s
seco) extrato seco)
Polpacongelada 1, 55, 007 043 0008  009+0007 Zeinskiet
de mamao al 2014
Polpacongelada o) 143 365+0411  062+0067 Zeinskiet
de goiaba al 2014
Polpa congelada Zielinski et
+ + +
de umbu 45,59 + 0.55 2,88 + 0,18 0,15 + 0,004 al 2014
Polpa congelada oo o7, 35 316019 02700020 Zelinskiet
de caja al 2014
Polpacongelada 579,090  1,00+002 0160023 Zelinskiet
de graviola al 2014
Polpa congelada Zielinski et
de morango 63,66 + 0,67 1,42 + 0,24 0,56 + 0,051 2l 2014
Polpacongelada 1775, 045  145+006  019:+0032 Zelinskiet
de abacaxi al 2014
Manga madura Rahman et
liofilizada 94,02+ 1,53 - 0140005 2015
Sagar et al
Polpa de acerola 89,11+0.42 - - 5011
Extrato metandlico Oliveira et
de farinha de 81,6 - 94,56 + 7,44 al 2009
acerola
Extrato metandélico Oliveira et
de farinha de =20 - 9,10 £ 1,26
: al 2009
abacaxi
Extrato metandélico Oliveira et
de farinha de =25 - 41,24 +4,16
., al 2009
maracuja
Extrato etandlico Omena et
da semente de - 25 122,7 £ 18,9
T al., 2012
jenipapo
Extrato etanolico Omena et
da casca de - 17,8 187,7 £+ 11,3
L al., 2012
jenipapo

Fonte: AUTORA, 2018.

A Tabela 7 confirma o potencial antioxidante para polpas de frutas

industrializadas e residuos de frutas. Os valores obtidos para o FRAP, nesse trabalho,

se mostraram superiores aos encontrados para os estudos citados na Tabela 8.

A farinha de acerola apresentou valores inferiores para o DPPH®* e CTF em

relacéo ao extrato liofilizado de acerola (LAC) estudado nesse trabalho. No entanto, o

extrato EMC apresentou valores de CTF inferior ao da farinha de maracuja, mas

apresentou valor superior para o DPPH®.
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Os extratos etandlicos e liofilizados de abacaxi (EAB e LAB) apresentaram
valores de DPPH®* superiores aos da farinha de abacaxi, no entanto o extrato LAB
apresentou valores inferiores para CTF quando comparado ao da farinha de abacaxi
enquanto que o extrato EAB apresentou valores de CTF superiores. Ja& a manga
liofilizada apresentou valor de DPPH*® superior ao extrato etanélico de manga (EMA).

A polpa congelada de goiaba, umbu, caj4, graviola e acerola, apresentaram
valores superiores para o DPPH®* em relacéo as polpas estudadas nesse trabalho,
engquanto que as polpas de mamao e abacaxi apresentaram valores inferiores. Além
de comprovar o poder antioxidante das frutas, a Tabela 8 nos mostra o grande
potencial antioxidante da acerola, visto que tanto a polpa quanto seus residuos

apresentaram os bons valores para todos os métodos analisados.

5.3 Avaliagédo da atividade antiglicante

5.3.1 Sistema BSA-glicose/frutose
A atividade antiglicante dos diversos extratos preparados (Tabelas 4 e 5) foi

avaliada por um sistema envolvendo o estagio inicial de glicacdo. A BSA foi submetida
a glicacédo por glicose e frutose.

As Figuras 23 e 24 apresentam os valores do potencial antiglicante do controle
positivo (aminoguanidina), dos extratos etandlicos e liofilizados nas concentracfes de
500, 400 e 333 ug mL™2.

Os extratos etanolicos de graviola (EGR) e caja (ECA) se mostraram mais
promissores, apresentando valores de inibicdo de AGEs préximos de 86,5, + 0,8%,
85,2 + 0,4%, na concentracdo de 500 pg mL1, respectivamente. Além disso, mesmo
em concentracdes mais baixas, esses extratos apresentaram boas porcentagens de
inibicdo de AGEs. O extrato etandlico de caju (ECU) apresentou o menor valor de
inibicdo (22,3 £ 3,0%) A aminoguanidina apresentou valor de inibicdo de 80 + 2,5% na
concentragéo de 100 pg mL™.

Com relagdo aos extratos liofilizados, o extrato liofilizado de caja (LCA) se
mostrou mais promissor, apresentando valores de inibicdo de AGEs de 63,3 = 0,2 %.
Embora este valor seja menor que o encontrado para o extrato ECA, ainda pode ser
considerado ativo, sugerindo entdo que a polpa de caja possa ser um excelente
antiglicante nas duas formas de extracéo estudadas. O extrato liofilizado de mangaba
(LMG) apresentou o menor valor de inibicdo de AGEs (17,1+ 0,8%). A polpa de caju

apresentou baixos valores, nas duas formas de extracao estudadas.
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Os extratos etandlicos de acerola (EAC), goiaba (EGO) e maméao (EMM) e o

extrato liofilizado de mamao (LMM) ndo apresentaram atividade antiglicante, porém

vale ressaltar que o extrato LAC apresentou atividade com valor de inibicdo de AGEs

de 32 + 0,07%. Dessa forma, pode-se sugerir que a forma de extracao influencia nos

resultados, tanto antiglicante como antioxidante.

Figura 23 - Atividade antiglicante dos extratos etanolicos nas concentragdes de 500,

400 e 333 ug mL-1.
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Fonte: AUTORA, 2018.

Figura 24 - Atividade antiglicante dos extratos liofilizados nas concentra¢fes de 500,

400 e 333 pg mL-1.
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Fonte: AUTORA, 2018.
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A Figura 25 apresenta os valores de potencial antiglicante do controle positivo
(aminoguanidina, 100 pg mL?') e dos extratos de residuos de jenipapo, nas
concentracbes de 100, 50 e 25 pug mL*. O EJSE apresentou resultados mais
promissores, inibindo a formac&o de AGEs em cerca de 93 + 3%, enquanto o controle
positivo inibiu 80,0 + 2,5%, ambos na concentragdo de 100 ug mL*. O EJEM também
apresentou resultados superiores ao do controle positivo, inibindo cerca de 86%,

também na concentracéo del100 pug mL™2.

Figura 25 - Atividade antiglicante dos extratos de residuos de jenipapo nas
concentracdes de 100, 50 e 25 pg mL-1.
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Fonte: AUTORA, 2018.
Devido aos resultados promissores para os extratos LAC, EGR, ECA, EJSE,

EJEM nos estudos de capacidade antioxidante e antiglicante, os mesmos foram
escolhidos para a avaliagdo da atividade antiglicante pelo sistema BSA-MG.

5.3.2 Sistema BSA-MG
O sistema BSA-MG envolve a glicacdo no estagio intermediério, no qual um

composto dicarbonilico padrédo (nesse caso o MG) é utilizado como iniciador da
reacao.

A Figura 26 apresenta os valores do potencial antiglicante do controle positivo
(aminoguanidina, 100 pg mL?) e dos extratos de polpas de frutas nas concentracdes
de 500, 400 e 333 pg mL™.

O extrato liofilizado de acerola (LAC) nao exibiu atividade antiglicante em

qualquer das concentracdes testadas. O extrato etandlico de caja (ECA) apresentou
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resultados mais promissores, com valores de inibicdo de AGEs de 62,6 + 3,5% para
a maior concentragao estudada, enquanto o extrato etanollico de graviola (EGR) inibiu
cerca de 23 £ 3,7%. A aminoguanidina foi capaz de inibir a formacdo de AGEs em
82,0 £ 4,7%.

Figura 26 - Atividade antiglicante dos extratos de polpas de frutas em um sistema
BSA-MG.
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Fonte: AUTORA, 2018.
A figura 27 apresenta os resultados para os extratos de residuo de jenipapo

nas concentragcdes de 100, 50 e 25 ug mL! e também os valores para o controle
positivo (aminoguanidina, 100 ug mL™?). O EJSE apresentou resultados excelentes
inibindo cerca de 82,0 £ 1,8% nas trés concentracdes estudadas, apresentando
inclusive 0 mesmo valor de inibicdo encontrado para a aminoguanidina, na mesma
concentragdo (100 pg mL?). J& o EJEM apresentou valores de inibicdo de 9% para a
maior concentracdo estudada e ndo apresentou atividade antiglicante na menor

concentracdo estudada (25 pg mL™1).
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Figura 27 - Atividade antiglicante dos extratos de residuos de jenipapo em um sistema
BSA-MG.
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Fonte: AUTORA, 2018.
A composicdo quimica da graviola (Annona muricata L.) foi amplamente

estudada. Os compostos predominantes sdo as acetogeninas, seguidas por alcaldides
dos tipos aporfina, protoberberina, iminosugar e isoquinolina, fendis e outros
compostos. No fruto foram encontrados alcaléides como anonaina (aporfina),
asimilobina (aporfina), nornuciferina (isoquinolina), acetogeninas como a annonacina,
sabadelina, montecristina e flavonéides como o kaempferol, morina, miricetina (ALALI
et al.,, 1999 , HASRAT et al., 1997, CHAMPY et al., 2009, MATSUSHIGE et al., 2012,
FOFANA et al., 2012).

A Figura 28 mostra as estruturas de algumas acetogeninas e alcalbides

presentes na polpa da fruta de graviola.
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Figura 28 - Estrutura de alguns alcal6ides e acetogeninas presentes na polpa do fruto
de graviola.
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Os compostos presentes na graviola apresentam diversas atividades
biolégicas. Estudos relatam que os alcaldides poderiam induzir efeitos do tipo
antidepressivo (Hasrat et al., 1997) e atividade citotdéxica (Matsushige et al., 2012).

As acetogeninas sdo conhecidas por suas propriedades antitumorais,
anticancerigenas, antimalaricas, pesticidas, entre outras. Porém, a literatura ainda ndo
traz relatos de atividade antiglicante para esses compostos nem para a polpa de
graviola. Dessa forma, podemos apenas sugerir que esses compostos podem estar
contribuindo para o excelente resultado relatado neste trabalho para a graviola.

Além disso Sandoval e colaboradores, 2014 encontraram na polpa da fruta o
kaempferol, que como ja relatado anteriormente, age como um inibidor que previne a
interacdo de AGEs com seus receptores celulares.

A polpa de caja (Spondias mombin L.) possui teores de potassio, magneésio,

fésforo e cobre, compostos fendlicos, vitamina C, antocianinas e alto teor de
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carotendides. A atividade antiglicante da polpa do caja ainda ndo foi relatada na
literatura e, pode-se sugerir que esses compostos podem estar relacionados ao seu
potencial antiglicante.

Parengkuan e colaboradores (2013) estudaram diversas frutas (polpa e casca),
dentre elas, algumas estudadas no presente trabalho, como maracujia, morango,
abacaxi, mamao e manga e encontraram atividade antiglicante, com utilizacdo de um
sistema com glicose e albumina de soro humano (HSA). Embora as condi¢cdes de
extracdo utilizadas por esses pesquisadores sejam muito diferentes (amostras foram
secos a 65 °C por 72 horas, em seguida moidos e extraidos com 4gua destilada a 80
°C em banho-maria por uma hora) das utilizadas neste trabalho, esses resultados sé
confirmam o potencial antiglicante de frutas, onde os autores encontraram para as
frutas maracuja, morango, abacaxi, mamao e manga, valores de inibicdo de 50% nas
concentragdes de 0,227, 0,288, 0,450, 0,727, 1,067 mg mL! respectivamente.

Outros autores estudaram a atividade antiglicante de frutas distintas as
estudadas nesse trabalho e os resultados reportados sdo apresentados na Tabela 1.
Na literatura, ja houve registros de estudos envolvendo frutas, porém a determinacéo
da atividade antiglicante pelo ensaio de inibicdo da glicacao in vitro da albumina sérica
bovina (BSA) de polpas de frutas industrializadas, é inédita, dando assim, um valor
mais inovador ao trabalho.

A espécie Genipa americana L., popularmente conhecida como.
“‘lenipapo” possui constituicdo quimica formada principalmente por iridéides.

No Brasil o primeiro iridéide isolado do fruto foi a genipina (Djerassi et al., 1960).
Outros estudos mostraram a presenca de outros iridoides como o acido geniposidico
(isolado das folhas) (Guarnaccia et al., 1972), o geniposideo (Jensen, 1983), os acidos
genipinico e genipico (TALLENT, 1964) (isolado dos frutos) e outros. Nas sementes
foram encontrados fitoster6is como o campesterol, estigmasterol e B-sitosterol (DA
COSTA et al, 2010).

A Figura 29 apresenta alguns dos constituintes presentes em varias partes do

jenipapo.
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Figura 29 - Constituintes presentes em varias partes do jenipapo.
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Os iriddides sdo conhecidos por apresentar diversas atividades biolégicas
como efeitos neuroprotetores, antinflamatérios e imunomoduladores, antivirais,
hepatoprotetores e cardioprotetores. Propriedades anticancerigenas, antioxidantes,
antimicrobianas, hipoglicemiantes, hipolipidémicas, coleréticas, antiespasmadicas e
purgativas também foram demonstradas (LI et al., 2005, GOMES; NOGUEIRA;
MORAIS, 2011, TUNDIS et al., 2008).

A literatura néo traz atividade antigllicante para residuos de jenipapo nem para
seus iridéides constituintes, porém outros iridoides ja foram estudados quanto a sua
atividade antiglicante (WEST et al., 2016), sugerindo que os bons resultados
apresentados para o jenipapo nesse trabalho, podem ser devidos a presenca desses
iridéides, porem isto sO poderia ser confirmado com estudos mais aprofundados.

Com relacdo aos fitosterois presentes na semente, SHENG et al (2016)
encontraram atividade antiglicante para o 3-sitosterol em um modelo de BSA-frutose.

Outro estudo demonstrou o efeito do B-sitosterol em ratos diabéticos, sendo revelado
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gue a administracdo deste composto leva a reducdes na hemoglobina glicada, na
glicose sérica e no éxido nitrico, com aumento concomitante nos niveis séricos de
insulina (GUPTA et al 2011).

As frutas séo ricas em carboidratos e em concentracdes que variam de fruto
para fruto. A frutose € o principal carboidrato encontrado em suas composi¢des. Os
acucares presentes nas frutas podem servir de substrato para glicagdo, porém, um
dos objetivos do presente estudo consistiu em avaliar a atividade antiglicante de
polpas de frutas em condicdes que mimetizam o consumo humano, 0 que € pela
primeira vez apresentado na literatura, e merece destaque o achado de que esses
acucares ndo foram capazes de anular a atividade antiglicante verificada para as
diversas polpas de frutas testadas. Esses resultados apontam a presenca de
compostos com importante propriedade antiglicante em polpas de frutas e que
merecem estudos futuros adicionais, a fim de caracteriza-los e identificar seus
provaveis mecanismos de agéo.

Através do estudo de atividade antioxidante para a aminoguanidina foi possivel
explicar porque determinadas frutas que apresentaram boa atividade antioxidante nao
foram bons antiglicantes, provavelmente os mecanismos pelo quais eles agem sejam
distintos, ou seja um antioxidante pode agir como um antiglicante, mas nem sempre
isto ocorre.

5.4 Avaliacdo dainibicdo da peroxidacao lipidica

O poder dos antioxidantes na inibicdo da peroxidacdo de lipidios tem sido
amplamente estudado. Dessa forma a capacidade antioxidante dos extratos foi
avaliada frente a peroxidacdo lipidica através da utilizacdo de um modelo de
lipoperoxidacdo em membrana (lipossomas unilamelares de lecitina de soja) mediado
pelo radical peroxila como descrito na se¢éo 4.5.4.

Os extratos LAC, EGR, ECA, EJSE, EJEM foram escolhidos para a avaliacao
dessa atividade lipidica, visto que 0s mesmos apresentaram o0s resultados mais
promissores nos estudos de capacidades antioxidante e antiglicante.

A Figura 30 permite evidenciar a protecdo contra a peroxidagao lipidica em
funcdo do tempo, em comparacdo ao branco, representado por lipossoma + sonda
C11-BODIPY58Y5°1 + tampédo + AAPH (-m-) e ao controle positivo, uma solugdo de
trolox (100 pg mL?t) em tampéao (-u-).
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Foi possivel observar no branco, onde ha auséncia de antioxidantes, a
ocorréncia da peroxidacao lipidica lipossomal induzida por AAPH, provocando a perda
de fluorescéncia. Ja o controle positivo, como ja era esperado, inibiu a peroxidagao
lipidica, proporcionando cerca de 95% de protecao no final do experimento.

O extrato liofilizado de acerola (LAC) apresentou o mesmo perfil do controle
positivo, na mesma concentracdo (100 ug mL™?), apresentando excelente resultado
com cerca de 95% de inibicdo durante os 30 min. Durante os primeiros 10 min, o
extrato etanodlico de graviola (EGR) também apresentou resultado semelhante ao
controle positivo, apresentando cerca de 93% de protecdo e ao final dos 30 min
proporcionou cerca de 77% de protecao. O extrato etandlico de caja (ECA) apresentou
perfil semelhante ao do branco, apresentando inclusive menor inibicdo que o branco

durante os 30 min, portanto, ineficiente em relacéo a protecdo da membrana.

Figura 30 - Protegcao contra a peroxidacao lipidica para os extratos de polpas
industrializadas.
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Fonte: AUTORA, 2018.

Diante do excelente resultado de inibicdo frente a peroxidacao lipidica obtido
para o LAC, foi realizado também o ensaio, variando a concentragdo desse extrato
em 100, 50 e 25 yg mL? (Figura 31). Foi possivel observar que na menor

concentragdo estudada (25 ug mL?), o LAC ainda exibe uma 6tima protecéo frente a
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peroxidacgédo lipidica, cerca de 88% durante os 30 min, evidenciando mais ainda o

potencial promissor para esse extrato.

Figura 31 - Potencial inibidor da peroxidacdo lipidica do LAC em diferentes
concentragdes.
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Fonte: AUTORA, 2018.
O potencial antioxidante da acerola pode ser explicado pelo alto teor de

vitamina C presente nos frutos. Além disso a acerola € rica em compostos fendlicos,
carotendides, antocianinas e aminoacidos, principalmente, asparagina, alanina,
prolina, acido aspartico, serina e acido y-aminobutirico (GABA) (BELWAL et al, 2018).

A vitamina C é frequentemente encontrada no organismo na forma de
ascorbato. Devido a sua alta solubilidade em &gua, ela € encontrada nos
compartimentos aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato exerce papéis
metabdlicos essenciais no organismo humano, agindo como agente redutor,
reduzindo os metais de transicdo Fe3* e Cu?*, que estdo presentes nos sitios ativos
das enzimas ou nas formas livres no organismo. Devido ao fato de ser um bom agente
redutor, o ascorbato pode ser oxidado pelas ERO e ERN que chegam ou sé&o
produzidas nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (BARREIROS et al.,
2006).
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A oxidagao do ascorbato gera o radical semidesidroascorbato, que possui baixa
reatividade. Esse radical pode reconverter-se em ascorbato, ou duas moléculas dele
podem sofrer desproporcionamento, formando uma molécula de desidroascorbato e
regenerando uma molécula de ascorbato. O desidroascorbato pode se regenerar em
ascorbato por meio de um sistema enzimatico, ou ser oxidado irreversivelmente
produzindo oxalato e treonato (Figura 32). Considerando-se que o ascorbato
transforma as ERO e ERN, em espécies inofensivas e que seus derivados apresentam
baixa reatividade, entdo, pode-se concluir que o0 mesmo atua como antioxidante in
vivo (BARREIROS et al., 2006).

Figura 32 - Ciclo oxidativo do ascorbato.

(o)

HO
ERO ou ERN

NADPH semideidroascorbato
o redutase %

(IJHOH CHOH

CH,OH CH,OH
Ascorbato Semidesidroascorbato

Sistema de regeneragao

pela GSH DesproporC|ona+mento
O=?—C=O + H
e o~ o 0]
Oxalato o HO
Oxidacgao irreverssivel
+ - o) + O
o
H y o
HzC—C—<I3—C=O CHOH CHOH
I
OH OH OH OH CH,0H CH,OH
Treonato Desidroascorbato Ascorbato

Fonte: BARREIROS et al.; 2006.
Os extratos obtidos das farinhas de jenipapo apresentaram perfil semelhante

ao longo dos 30 min, (Figura 33), sendo que nos primeiros 10 min, o EJEM apresentou
valores maiores que o EJES, protegendo cerca de 87% enquanto que o JES protegeu
cerca de 76%. Em 15 min, os dois extratos proporcionaram cerca de 53% de protecao
e ao final de 30 min o JEM e JES apresentaram valores de protecdo semelhantes,
sendo que o JEM apresentou valores um pouco maior 16% enquanto que o JES

apresentou 13% de protecao. Esses resultados sugerem que os extratos de residuos
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de jenipapo conseguem proteger a membrana de forma consideravel até determinado
tempo e que o JEM demonstrou resultados um pouco melhores que o JES.

Figura 33 - Protecao contra a peroxidacao lipidica dos residuos de jenipapo.
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OLIVEIRA et al (2009) estudaram extratos metandlicos em p6 de residuos
industriais de acerola, maracuja e abacaxi, na concentracdo de 0,5 mg mL?, e
observaram gue os extratos de acerola e maracuja promovem a protecdo a membrana
continuamente, durante os 30 min (cerca de 90%), mostrando-se mais potente de que

o trolox nas trés concentragdes estudadas (1, 3 e 5 uM).

OLIVEIRA e colaboradores (2013) realizaram um estudo com extratos
etandlicos da fibra de coco (amarelo, verde, gigante e hibrido), na concentracédo de 10
Hg mL? e observaram que todos os extratos apresentaram protecdo a membrana

superior a 95%, durante os 30 min.

Os extratos etandlicos da casca, semente e polpa das frutas umbu, jenipapo e
siriguela foram, também, estudados frente a peroxidacao lipidica, ha concentragédo de
0,5 mg mL2. Os resultados mostram que os extratos de polpa do jenipapo e da casca
e da semente de umbu proporcionaram mais de 95% de protecdo da membrana por
15 min, enquanto que os extratos da casca e semente de siriguela protegeram a

membrana em torno de 95% por mais de 30 min (OMENA et al., 2012).
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6 CONCLUSOES

Todos os extratos estudados apresentaram atividade antioxidante e grande
parte deles apresentou atividade antiglicante. A polpa de acerola se mostrou mais
promissora em relacdo a atividade antioxidante, porém apenas o extrato liofilizado
apresentou atividade antiglicante. A polpa de caja apresentou bons resultados
antiglicantes para as duas formas de extracdo. Os extratos de polpas de frutas EGR
e ECA e os de residuos de jenipapo EJES e EJEM apresentaram os melhores
resultados para atividade antiglicante. Foi possivel observar também que o tipo de
extracao apresenta influéncia direta nas capacidades antioxidante e antiglicante, visto
gue os diferentes tipos de extracfes realizadas com a mesma amostra apresentaram
resultados distintos.

Esse estudo demonstrou que as polpas e residuos de frutas podem ser fontes
de compostos antioxidantes e antiglicantes, podendo ser utilizadas como
coadjuvantes na manutencdo da saude, agindo na prevencdo de distUrbios
patologicos diversos. Também foi possivel concluir que o consumo da forma in natura,
por meio de sucos, pode ser uma fonte de compostos antiglicantes e antioxidantes,
agregando valor nutracéutico e comercial a esses produtos.

Além disso os resultados obtidos para os extratos dos residuos de jenipapo
podem agregar valor ao que é descartado, podendo ser utilizado como farinhas

alimenticias, trazendo beneficios para a saide humana.
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PERSPECTIVAS

e Avaliar a capacidade sequestradora de MG através de derivatizagdo com OPD
pelos extratos estudados via CLAE/UV-Vis;

¢ Identificar e quantificar os compostos presentes nos extratos estudados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

¢ Realizar o ensaio para formacédo dos produtos de glicagcdo avancada, utilizando
acucares (glicose, frutose) e compostos dicarbonilicos (glioxal e MG), acoplados ao

sistema de geracéo de radicais livres hipoxantina/xantina oxidase.
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