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RESUMO

A partir das cascas, polpas e sementes do jenipapo (Genipa americana Linnaeus),
umbu (Spondia tuberosa Arruda), siriguela (Spondia purpurea Linnaeus) e mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) foram preparados extratos etandlicos, com excecao da
mangaba onde o extrato foi preparado utilizando casca e polpa. Os extratos foram
submetidos a investigacdo da capacidade antioxidante através dos métodos de
determinacdo do conteudo de &cido ascorbico e fendis totais, sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil e 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico),
capacidade antioxidante de reducéo do ferro e cobre, lipoperoxidagdo utilizando um
sistema de membranas biomimético e mensuracdo enzimatica da catalase e
superoxido dismutase. Também foi avaliada a atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase, o efeito citotoxico em células epiteliais da cérnea de ovelhas,
além da realizacdo de ensaios fitoquimicos e a identificacdo de compostos fendlicos
e acidos organicos presentes nos extratos. Os maiores teores de fendis totais foram
obtidos nos extratos das cascas e sementes e no referente ao acido ascorbico na
semente da siriguela, apresentando melhor atividade antioxidante os extratos das
sementes e cascas da siriguela e do umbu. Porém, no ensaio de peroxidacdo
lipidica, o extrato etandlico da polpa de jenipapo demonstrou ser um antioxidante
promissor. Os extratos etandlicos da polpa do jenipapo e da semente da siriguela
apresentaram uma zona de inibicdo da enzima acetilcolinesterase semelhantes ao
controle positivo, carbacol. Na investigagdo dos compostos fendlicos e &acidos
organicos por UPLC-MS verificou-se a presenga nos extratos de quercetina (48,38 a
3,88 ng.g™), acido quinico (43,28 a 41,88 pg.g™), acido citrico (3,78 a 0,43 pg.g™)
em varios extratos. E &cido clorogénico, na semente da siriguela (356,93 pg.g’). Os
resultados obtidos desses extratos sugerem novas formas de utilizacdo desses
alimentos como potenciais suplementos antioxidantes na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: Antioxidantes. Fendis. Acidos organicos. Acetilcolinesterase.
Frutas.



ABSTRACT

Ethanol extracts of “jenipapo” (Genipa americana Linnaeus), “‘umbu” (Spondia
tuberosa Arruda), “siriguela” (Spondia purpurea Linnaeus) and “mangaba”
(Hancornia speciosa Gomes) were prepared from separate pulp, seeds and peel;
except mangaba which are used pulp and peel. The investigation of antioxidant
capacity of the ethanol extracts were carried out by the methods of determining the
content of ascorbic acid and total phenolics; scavenging 2, 2 -diphenyl-1-picril-
hydrazyl and 2, 2’- azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical,
antioxidant capacity of reduction of iron and copper and lipid peroxidation using a
biomimetic membrane system, and measurement enzymatic of catalase and
superoxide dismutase. It was also analyzed the acetylcholinesterase inhibitory
activity, cytotoxic effect on corneal epithelial cells of sheep, as well as
phytochemicals assays and identification of phenolic compounds and organic acids
present in the extracts by UPLC - MS. The highest values of total phenolic content
were obtained with peel and seed extracts and to ascorbic acid in the seed of
siriguela, showing better antioxidant activities of seeds and peel extracts of siriguela
and umbu. Lipid peroxidation assays indicated that genipap pulp is a promising
antioxidant. Genipap pulp and siriguela seed ethanol extracts presented an
acetylcholinesterase inhibition zone similar to that of the positive control, carbachol.
The investigation of phenols and organic acid contents revealed the presence of
quercetin (48,38 to 3,88 ug.g™), quinic acid (43,28 to 41,88 pg.g™) and citric acid
(3,78 to 0,43 pg.g™) in several extracts and chlorogenic acid with the highest amount
found in siriguela seeds (356,93 pg.g™). These data suggest new uses for these
foods as potential antioxidant supplements for the food, pharmaceutical and cosmetic
industries.

Keywords: Antioxidant. Phenols. Organics acids. Acetylcholinesterase. Fruit.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo de alimentos tem adquirido uma importancia
baseada ndo s6 em nutrientes que sdo essenciais para a vida, mas, também, em
outros compostos bioativos presentes nos alimentos que promovem a saude
(Torres-Rodriguez et al., 2011). Compostos fitoquimicos encontrados em varios
vegetais, frutas e plantas medicinais tém recebido atengdo crescente por seu papel
potencial na prevencédo e tratamento de doencas (Youdim & Joseph, 2001; Oliveira
et al., 2009).

Alguns beneficios a saude destes fitoquimicos podem ser atribuidos a sua
capacidade antioxidante. Os antioxidantes protegem os sistemas biolégicos contra
os efeitos prejudiciais de processos ou reacdes que pode causar oxidacao excessiva
(Arnao et al., 2001). Eles também podem agir como sinalizadores celulares, levando
a mudancas na expressao génica, 0 que resulta na ativacdo de enzimas que
eliminam as espécies reativas de oxigénios (EROs) (Nzaramba et al., 2009; Finley et
al., 2011).

Ocorrendo o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e
com os sistemas de defesa interrompidos, o estresse oxidativo promovido causa
muitas doencgas tais como a doenca de Alzheimer (DA), envelhecimento acelerado,
arteriosclerose, outras doencas cardiovasculares, cancer, diabetes entre outras
(Ingkaninan et al., 2003; Valko et al., 2007).

A doenca de Alzheimer € uma enfermidade neuroldgica degenerativa
progressiva caracterizada por perturbacdes da memodria e do comportamento. O
mecanismo bioquimico exato da patogénese da doenca de Alzheimer ainda é
desconhecido, mas muita atencdo é dada a formacédo das placas amiloides e ao
papel da perda massiva do neurotransmissor acetilcolina e a possivel implicacdo de
estresse oxidativo em seu desenvolvimento (Ricciarelli et al., 2007).

Uma das abordagens mais promissoras para o tratamento desta doenca € o
aumento do nivel de acetilcolina no ceérebro usando inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (Ingkaninan et al., 2003). E, como uma terapia alternativa,
a utilizacdo de antioxidantes com o objetivo de minimizar o desequilibrio oxidativo
(Barnham et al., 2004; Zaini et al., 2011).

Os legumes e as frutas tém sido associados com a saude, devido a presenca

de antioxidantes como os polifendis, carotendides, tocoferdis, tocotriendis, acido
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ascorbico e tiois diversos (Oliveira et al., 2009). Os antioxidantes podem proteger 0s
sistemas bioldgicos contra os efeitos prejudiciais de processos ou reacfes que
podem causar oxidac&o excessiva (Arnao et al., 2001).

Clerici & Carvalho-Silva (2011), referenciando dados publicados pela FAO
(Food and Agriculture Organization) em 2010, relatam que a producdo mundial das
principais frutas tropicais deve ter atingido 62 milhdes de toneladas em 2010, um
aumento de 15 milhdes de toneladas em comparacdo com o periodo de 1998 —
2000, sendo os paises em desenvolvimento 0os maiores representantes, com 98% da
producao global.

No Nordeste do Brasil, existem muitas areas onde o clima e as caracteristicas
do solo sdo especialmente favoraveis para a producdo de frutas tropicais. A
producdo de frutas e o0 processamento ja representam importantes atividades
econdbmicas ndo sO devido a comercializagdo regional relevante, mas, também,
devido ao aumento do mercado nacional e internacional (Tiburski et al.,, 2011). O
aumento do consumo de frutas tropicais esta crescendo devido ao reconhecimento
das propriedades desses alimentos para a saude (Contreras-Calderon et al., 2010).

O presente estudo visa identificar alimentos, dentre o grupo das frutas, que
apresentem atividade antioxidante e também anticolinesterasica e, como
consequéncia, gerar um aumento no consumo dos mesmos. Dessa forma, atribuindo

novas fungdes além as relacionadas diretamente a nutricdo humana.
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2 JUSTIFICATIVA

As frutas tém sido, historicamente, um componente comum, além de
necessario na alimentacdo humana. Portanto, estudos que trazem conhecimento
para potencializar a exploracdo e a expansao de seu cultivo se revestem de um
carater importante. O Nordeste brasileiro destaca-se como um grande produtor de
frutos tropicais nativos e cultivados, em virtude das condigBes climéticas
prevalecentes. A fruticultura, na regido nordeste, constitui-se atividade econdémica
bastante promissora, devido ao sabor e aroma exoético de seus frutos e a sua
enorme diversificacdo (Noronha et al., 2000).

As matérias-primas in natura disponiveis em frutas, vegetais em geral e
condimentos contém numerosos fitoquimicos, dentre eles: compostos fendlicos,
compostos nitrogenados, carotenoides, acido ascorbico, tocoferdis, etc. (Degaspari
et al., 2004). Muitos destes fitoquimicos apresentam significante capacidade
antioxidante e seu consumo esta associado a menor incidéncia e baixa mortalidade
por varias doencas como cancer, arteriosclerose e outras doengas cardiovasculares
e diabetes, além de prevenir o envelhecimento acelerado.

A utilizacdo de compostos antioxidantes de origem natural ou mesmo sintética
€ um dos procedimentos de defesa contra as espécies reativas. Portanto, podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosmeéticos, bebidas e também na
medicina (Bianchi & Antunes, 1999).

Drogas provenientes de produtos naturais, especialmente de plantas, inclusive
comestiveis, sdo eficazes no tratamento de varias doencas, como, por exemplo, a
doenca de Alzheimer. Esta é a importancia de investir na exploracdo desses
alimentos e contribuir para diversificar a sua utilizacéo.

Vale salientar que existem poucos estudos (Rufino et al., 2009; Rufino et al.,
2010) e, em alguns casos, inexistem dados sobre atividade antioxidante e atividade
inibitéria da enzima acetilcolinesterase (AChE) atribuidas aos frutos jenipapo,

siriguela, umbu e mangaba, analisados na presente tese.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a atividade antioxidante e anticolinesterase dos extratos
etandlicos dos frutos: siriguela (Spondias purpurea Linnaeus); umbu (Spondias
tuberosa Arruda); jenipapo (Genipa americana Linnaeus) e mangaba (Hancornia

speciosa Gomes).

Objetivos Especificos

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos etandélicos das cascas, polpas
e sementes dos quatro frutos analisados (jenipapo, siriguela, umbu e mangaba);

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos etandlicos das cascas, polpas e
sementes dos quatro frutos analisados;

e Quantificar o conteudo de acido ascorbico e de fendis totais dos extratos
etandlicos das cascas, polpas e sementes dos quatro frutos analisados;

e Determinar a capacidade antioxidante dos extratos etandlicos das cascas,
polpas e sementes dos quatro frutos analisados, por diferentes métodos;

e Detectar a atividade de inibicAo da enzima acetilcolinesterase (AChE) dos
extratos etanodlicos das cascas, polpas e sementes dos quatro frutos analisados;

¢ I|dentificar e quantificar compostos fendlicos e acidos organicos presentes nos

extratos etanodlicos das cascas, polpas e sementes dos quatro frutos analisados.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Frutos

4.1.1 Jenipapo (Genipa americana)

Genipa americana L. € uma planta neotropical pertencente a familia
Rubiaceae, dispersa nas florestas neotropicais que se estendem do México até o
norte da Argentina (Mielke et al., 2003). Seu fruto € usado como alimento e para o
preparo de sucos e medicamentos. Possui polpa branca que muda a coloragédo de
amarela a roxo-azulada e, finalmente, adquirindo a coloracdo preta por sua
exposicao ao ar (Ono et al., 2005; Ono et al., 2007).

O fruto € uma baga subglobosa de 8 - 10 cm de comprimento e 6 - 7 cm de
diametro, de casca mole, parda ou pardacento-amarelada, membranosa, fina e
enrugada (Figura 1la e 1b). A polpa se apresenta com a coloragcédo parda, sucosa,
doce e mole, com teor médio de lipideos de 0,35%. Envolve numerosas sementes
fibrosas, albuminadas, castanho-escuras, de 6 - 12 mm, compridas e achatadas,

com teor de lipideos de 10,90% (Figueiredo et al., 1991).

Figura 1 - Frutos de Jenipapo (Genipa americana L.).

(b)

Fonte: Autor desta tese, 2012.

Seus brotos crescem rapidamente e sua principal raiz penetra no solo para as

fontes mais profundas da &4gua. Além disso, ela mostra capacidades adaptativas a
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condicbes adversas, como a erosdo do solo, alagamento, baixo pH e baixa
fertilidade (Barbosa et al., 2007). Existem relatos do uso popular da casca do caule

no tratamento de torgéo, lesdes, luxagdes e hematoma (Albuquerque et al., 2007).

4.1.2 Siriguela (Spondia purpurea)

A Spondia purpurea L. (siriguela) da familia Anacardiaceae, originaria da
América Central, é distribuida desde o México até o norte do Peru e Brasil, e €
endémica em regides semiaridas (Texeira et al., 2007). A siriguela, também
chamada seriguela, ameixa - da - espanha, caja vermelho, ciroela, jocote, ciruela
mexicana etc., € uma das espécies mais cultivadas do género Spondia, e espécie
deste género que produz frutos de melhor qualidade (Figueiredo et al., 2006). O fruto
€ pequeno e avermelhado, possui polpa aromatica de sabor agridoce (Augusto et al.,
2000).

O género Spondias possui 18 espécies, seis dessas ocorrem no Nordeste do
Brasil e sdo arvores frutiferas tropicais em domesticacao e exploradas pelo seu valor
comercial. Dentre as espécies pertencentes ao género Spondia, destacam-se umbu
(Spondia tuberosa Arr. Cam.), siriguela (Spondia purpurea L.) e caja (Spondia
mombin L.) (Lima et al., 2002).

A planta adulta raramente excede 7 m de altura, os frutos séo elipsoides de
coloracdo amarela ou amarelo-avermelhada, medindo de 3 a 5 cm de comprimento e
3 cm de diametro (Figueiredo et al., 2006) (Figura 2). Apresenta, em média, 0,62%
de acidez titulavel (&cido citrico), 21,25 °Brix, 6,70% de acUcares redutores, 1% de
amido, pH 3,44 e 70,22% de rendimento médio de polpa, com indice de maturacao
de 34,32 (Muniz et al., 2002).
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Figura 2 - Frutos de Siriguela (Spondia purpurea L.).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Devido a sua excelente qualidade organoléptica, a siriguela € muita apreciada
no Nordeste brasileiro, refletido pelo continuo aumento do consumo do fruto in

natura ou processado na forma de diversos produtos, normalmente disponibilizados

no mercado, 0 que tem proporcionado crescente interesse para seu cultivo comercial
(Sacramento & Souza, 2000).

Sob o ponto de vista alimentar, trata-se de um fruto extremamente rico em

carboidratos, calcio, fésforo, ferro e vitaminas A, B e C, sendo utilizado para o

preparo de sucos, sorvetes, geléias e compotas e também no preparo de bebidas
fermentadas, vinhos e bebidas geladas (Figueiredo et al., 2006).

Segundo Albuquerque et al. (2007), sobre a espécie Spondia purpurea L. sédo
relatadas por populares o uso da casca e folhas da arvore no tratamento de colicas,
diarréia e dor de cabeca.

4.1.3 Umbu (Spondia tuberosa)

O umbuzeiro (Spondia tuberosa Arr. Cam.) - Anacardiaceae é uma frutifera
adaptada a sobreviver e produzir sob condicdo de estresse hidrico. Apesar de sua

distribuicdo ser dispersa, consagra-se como uma espécie frutifera de grande
importancia econdmica, social

e ecolégica para o semiarido nordestino. A
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comercializacdo dos frutos, colhidos de forma extrativista, representa uma fonte de
renda importante para muitas familias nordestinas (Neves et al., 2004).

Os frutos provenientes do umbuzeiro, conhecidos como umbu, imbu ou ambu,
apresentam-se como drupas glabras ou levemente pilosas, arredondadas, com 2 a 4
cm de diametro, 10 a 20 g de massa e superficie lisa ou com 4 a 5 pequenas
protuberancias na porcéao distal (Figura 3). A casca é de cor amarelo-esverdeada e a
polpa é branco esverdeada, mole, suculenta, de sabor agridoce agradavel. Os frutos
sdo constituidos, em média, por 22% de casca, 68% de polpa e 10% de caroco
(Folegatti et al., 2003).

Figura 3 - Frutos de Umbu (Spondia tuberosa Arr. Cam.).

00®!
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

E fonte de vitaminas e minerais e possui um teor de taninos de 126, 27 mg.100

g™. O teor de taninos e a presenca de antioxidantes naturais atribuem ao fruto umbu

mais uma funcéo, além da nutricional (Narain et al., 1992).
4.1.4 Mangaba (Hancornia speciosa)
A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma planta nativa do Brasil,

pertencente a familia Apocynaceae, encontra-se vegetando espontaneamente nas

regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste. Os frutos dessa espécie sédo do
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tipo baga, de tamanho, formato e cores variados, normalmente elipsoidais ou
arredondados, amarelados ou esverdeados, com pigmentagdo vermelha ou sem
pigmentacdo, polpa amarela adocicada, rica em vitaminas, ferro, fésforo, célcio e
proteinas. Suas sementes sdo achatadas e discéides, com coloracdo castanho-clara
(Barros et al., 2006) (Figura 4a e 4b).

Figura 4 - Frutos de Mangaba (Hancornia speciosa Gomes).

E
=

|(b)

Fonte: Autor desta tese, 2012.

A mangaba € muito apreciada no Nordeste brasileiro, apresenta boa
digestibilidade e valor nutritivo, com teor de proteina (1,3 a 3,0%) superior ao da
maioria das frutiferas (Pinheiro et al., 2001).

A polpa é utilizada na fabricacdo de sorvetes, xaropes, vinhos, vinagres, sucos,
compotas e doces, além do latex que produz borracha e da madeira utilizada na
carpintaria, também existem relatos da utilizacdo na medicina popular no tratamento
de luxacgdes, hipertenséo, protecéo contra distlrbios gastricos e tuberculose.

Apresenta, em média, 1,77% de acidez titulavel, 16,72 °Brix, 12,98% de
acucares totais, pH 2,9 e rendimento de polpa de 87% (Muniz et al., 2002; Nogueira
et al., 2003; Machado et al., 2004; Sampaio & Nogueira, 2006).

Devido ao uso dos frutos acima descritos, sdo importantes os estudos voltados
a atribuir novas caracteristiscas e funcionalidades aos mesmos, como a avaliagdo da

capacidade antioxidante e da atividade anticolinesteréasica.
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4.2 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como “qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo” (Halliwell &
Gutteridge, 2010). A ingestado de antioxidantes tem sido sugerida para a protecéo
contra danos oxidativos e complicacdes inflamatérias (Puchau et al., 2010)
resultantes da acdo de espécies reativas.

A espécie reativa (radical livre) é capaz de existir independentemente e possui
um elétron desemparelhado em um orbital. A presenca de um elétron
desemparelhado aumenta a reatividade da espécie, que possui avidez por outro
elétron para tornar-se estavel. Este elétron pode ser obtido pela abstracdo de um
elétron de um co-reagente. Essa reacdo resulta na extingdo do radical inicial pela
reducao e formacéo de um novo radical por oxidacdo do co-reagente (Benzie, 2003).

Existem varios sistemas intrinsecos capazes de capturar radicais livres, que
envolvem reacOes enzimaticas e ndo enzimaticas. No que diz respeito as
enzimaticas, tem-se a enzima superoxido dismutase cobre-zinco (SOD Cu-Zn), que
converte radicais 6xidos em perdxido de hidrogénio (H20,), glutationa peroxidase
(GSH-Px) e catalase (CAT), convertendo H,O, em uma molécula de agua. As
enzimas SOD Cu-Zn, GSH-Px e CAT oferecem o principal mecanismo antioxidante
de defesa enzimatica (Kharrazi et al., 2008).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico inclui varias substancias
entre elas, o acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH)
e B-caroteno. O equilibrio entre a atividade e o0s niveis intracelulares destes
antioxidantes é essencial para a sobrevivéncia dos organismos e sua saude
(Kharrazi et al., 2008).

O estresse oxidativo € resultante do acumulo de espécies altamente reativas
ou da diminuicdo dos mecanismos de protecdo contra danos biolégicos provocados
por essas espécies. Ocorre devido a um desequilibrio entre o balangco pro-
oxidante/antioxidante, em favor da situagdo pro-oxidante, promovendo danos. O

dano oxidativo que as biomoléculas sofrem esta relacionado com um grande numero
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de doencas cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, cancer e doencas
neurodegenerativas (Mendel & Youdim, 2004; Wang et al., 2011).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) séo entidades quimicas que incluem o
radical anion superdxido (O;7), radicais hidroxilas (OH’), o6xido nitrico (NO),
peroxinitrito e também espécies nao radicais, como H,0, e oxigénio singleto (*O.).
EROs em seres humanos podem derivar de fontes enddégenas ou exdgenas, por
exemplo, o tabaco, certos poluentes, solventes orgéanicos e/ou pesticidas que levam
ao estresse oxidativo (Gulcin et al., 2003) e a prépria degeneracao celular.

O estresse oxidativo pode causar danos celulares e oxidar componentes
celulares criticos, tais como lipideos de membrana, proteinas e DNA, induzindo
apoptose ou necrose (Esposito et al.,, 2002). O dano oxidativo a mitocondrias,
incluindo danos a membrana, tem sido correlacionado ao aparecimento das doencas
neurodegenerativas (Fernandez-Checa et al., 2010), como a doenca de Parkinson.
Este dano oxidativo mediado pela membrana pode contribuir para a delecao e
mutacdes no DNA mitocondrial que se acumulam com a idade. Danos no DNA tém
sido relatados na doencga de Alzheimer (Wiseman, 1996).

Diferentes metodologias tém sido empregadas para avaliar a capacidade
antioxidante in vitro e os resultados obtidos dependem do método utilizado (Huang
et al., 2005), incluindo a avaliagdo do conteudo de fendis totais, capacidade
sequestrante de radicais peroxila e hidroxila, capacidade de reducdo de metais,
capacidade sequestrante de radical organico e analise dos produtos da peroxidacao
lipidica (Rufino et al., 2010).

4.2.1 Compostos Fendlicos

Os antioxidantes polifendlicos de fontes dietéticas sao frequentemente um
tema de interesse cientifico, devido a propriedades atribuidas aos mesmos na
diminuicdo da incidéncia de certos céanceres, prevencdo de doencas
cardiovasculares, no tratamento de doencas neurodegenerativas, na prevencao de
danos ao DNA e até mesmo podem ter propriedades antienvelhecimento
(Obrenovich et al., 2010).
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Os compostos fendlicos ou polifenéis ocorrem amplamente em plantas.
Interesse em polifendis como antioxidantes é centrado em um grupo denominado
flavondides que ocorrem em todos os alimentos de origem vegetal e sé&o
subdivididos em vérias subclasses (flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas,
flavondides, antocianinas, entre outros). Estdo presentes na dieta do mediterraneo
(maior ingestéo de frutas e verduras, com consumo de vinho tinto e azeite de oliva),
sendo seu consumo associado a uma boa saude (Angelis, 2001; Kaliora et al.,
2006).

Os flavonoides pertencem a um grupo de substancias naturais com varias
estruturas fendlicas e podem ser encontrados em frutas, legumes, gréos, flores, cha
e vinho (Middleton, 1998). Na Tabela 1 estdo ilustrados alguns exemplos de

compostos fendlicos presentes em alimentos.

Tabela 1 - Polifendis mais estudados de fontes naturais.

Polifendis
Classe Compostos Estruturas Fontes
naturais
Nao Curcumina Curcuma

flavonoides "
OH
L

(1E,6E) -1.7- bis (4-hidroxi-3
metoxifenil) -1,6-
heptadieno-3,5-diona

Resveratrol ¥ Casca de uva,
Q vinho tinto.
\ O OH
(E)-5-(4-hidroxiestiril) benceno-
1,3-diol
Antocianinas Cianidina Bagas

agved
2-(3,4-Diidroxifenil)
cromenilium- 3,5,7-triol



Flavonas

Flavonol
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metoxifenil)-2,3-dihidrocromen-
4-ona

Catequinas (+) Catequina " N Vinho tinto
(2R,3S)-2-(3 4-diidroxifenol)-
3,4-dihidro-2H-cromena-3,5,7-
triol
(-)-Epigalocatequina-3- g Cha verde
galato (EGCG) HO :

HO

HO

OH
[(2R,3R)-5,7-diidroxi-2-(3,4,5-
trihidroxifenil)croman-3-il] 3,4,5-
trinidroxibenzoato

Fonte: Adaptado de Rossi et al., 2008.

A grande atencdo dirigida aos polifendis presentes nos alimentos para a
protecdo contra o envelhecimento do cérebro é devido a capacidade desses
compostos de atravessarem a barreira hemato-encefalica, que controla rigidamente
o fluxo de metabdlitos e nutrientes, bem como de drogas (Andres-Lacueva et al.,
2005).

Como exemplo temos a curcumina, um principio ativo da curcuma,
curcumindide fendlico obtido de espécies da familia Zingiberaceae, a familia do
gengibre, e distribuida por todo mundo tropical e regides subtropicais, amplamente
distribuido em paises do Sudeste Asiatico. E usado a como conservante de
alimentos, fitoterapico e possui uma série de propriedades farmacoterapéuticas
(Sharma et al., 2005; Begum et al., 2008; Paramapojn & Gritsanapan, 2009).

A clurcuma tem uso intenso na culinaria indiana, como uma especiaria,
principalmente como ingrediente em variedades de pé de curry. Curcumina foi
extraida do rizoma seco da Curcuma longa Linn. e uma série de estudos tém

demonstrado suas propriedades antioxidantes e potencial neuroprotetor em varios
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modelos experimentais de neurodegeneracao (Ishrat et al., 2009; Khuwaja et al.,
2011).

O resveratrol, um polifenol presente no vinho tinto, amendoim, feijdo, soja e
romas, possui uma vasta gama de efeitos biol6gicos (Karuppagounder et al., 2009),
como a acao neuroprotetora (Pallas et al., 2010), observada in vitro e in vivo em
modelos de doenca de Alzheimer. Também foram descritos beneficios no acidente
vascular cerebral isquémico, doenga de Parkinson, doenga de Huntington e epilepsia
(Savaskan et al., 2003).

Pesquisa realizada por Karuppagounder et al. (2009) com resveratrol indica
gue o inicio da doenca de Alzheimer pode ser atrasada ou atenuada com o uso de
dietas com agentes quimiopreventivos que protejam contra a formacéo de placas 3
amiloides e o inicio do estresse oxidativo. Marambaud et al. (2005) também fazem
referéncia ao uso do resveratrol no tratamento da doenca de Alzheimer, com
resultados positivos.

Estudo realizado por Shih et al. (2010) mostrou a capacidade da amora em
proteger contra o envelhecimento e déficits cognitivos induzidos por dano oxidativo.

Flavondides dietéticos e seus metabdlitos podem apresentar efeitos
neuroprotetores com relacdo as doencas neurodegenerativas e deméncia. Estudo
realizado por Beking & Vieira (2010), avaliando a associagdo com o aparecimento da
deméncia, sugere que o consumo de flavonoides na dieta, especialmente flavonais,
esta associado a menores taxas de deméncia nos paises europeus estudados.

Com base na importancia relatada anteriormente, foram desenvolvidos varios
métodos para avaliar a atividade antioxidante desses compostos. Dentre eles tem-

se:

4.2.2 Teste do sequestro do radical DPPH * (Radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil)

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude
da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacdo confere a esta molécula uma coloragcédo violeta, caracterizada por

uma banda de absorcédo em etanol em cerca de 515 - 520 nm. Este ensaio se baseia
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na medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em
sequestrar o radical DPPH (Figura 5), reduzindo-o a hidrazina com mudanca de

coloracéo de violeta a amarelo pélido (Alves et al., 2010).

Figura 5 - Reacgéo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante.

’T' N
N*® + A-H —— |le + A®
OZN NOZ 02N N02
NO» NO,
Coloracgéao Violeta Coloragc&do Amarelo palido

Fonte: Freitas et al., 2009.

O método DPPH* foi relatado inicialmente por Blois (1952), onde se observou
a reducdo do radical DPPH*® em tiol contendo o aminoacido cisteina e outros
compostos ativos. Posteriormente Brand-Willians e colaboradores revisaram o
método tornando-o popular para a determinacdo da capacidade antioxidante. Varios
fatores influenciam este método como os solventes, pH, concentracdo da amostra e
o tempo de reacdo. O fato da dissolucdo do DPPH"® ser realizada em solventes
organicos limita o uso deste radical em solu¢do aquosa (Noipa et al., 2011).

4.2.3 Teste do sequestro do radical ABTS [radical 2,2°- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]

ABTS é um composto utilizado em analises colorimétricas de diversos
oxidantes quimicos. O cromdéforo € formado através da reacdo entre ABTS e
persulfato de potassio. A molécula de ABTS, incolor, é oxidada, dando origem ao
radical ABTS*", de coloracédo azul-esverdeado (Lee & Yoon, 2008), (Figura 6). A

adicdo de um antioxidante ao cation-radical pré-formado reduz a molécula do ABTS
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tornando-a novamente incolor, em uma dada extensdo e escala de tempo,
dependendo da atividade antioxidante, concentracdo do antioxidante e duracdo da
reacao (Re et al. 1999).

Figura 6 - Estabilizac&o do radical ABTS * por um antioxidante e sua formac&o pelo
persulfato de potassio.

. S - ioxi = S SOz
0.5 S /N— \/ S0, +antioxidante  0,S s /N:< D/ 3
~—— —
>_N /N >N /N
N{ C,Hs K>SOsg N\ C,H5
C,Hs CoHs

Coloragéo Azul-esverdeado Coloragéo Incolor

Fonte: Rufino et al., 2007.

Possui absorcdo maxima nos comprimentos de onda: 645, 734 e 815 nm. O
método € aplicavel ao estudo de antioxidantes solUveis em agua e lipossoluveis,

compostos puros e extratos de alimentos (Re et al. 1999).

4.2.4 Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (Ferric Reducing Antioxidant
Power - FRAP)

O poder antioxidante de reducédo do ferro € um procedimento simples e de
baixo custo, que mede o nivel de antioxidante total em uma amostra, utilizando o
potencial de reducdo dos antioxidantes em reagir com o complexo Fe*-TPTZ
(ferritripiridiltriazina), transformando em Fe*-TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina) (Figura
7). No processo ocorre modificagcdo da coloracdo azul escuro para azul claro e,
dependendo do poder antioxidante, tendendo a incolor. A variacdo da absorvancia a
600 nm pode, entdo, ser comparada a um padrdo para determinar o potencial
antioxidante em uma determinada amostra (Griffin & Bhagooli, 2004).
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Figura 7 - Reducdo do complexo TPTZ com Fe**

+ ant|OX|dante
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[Fe(l)(TPTZ),] 3

Fonte: Rufino et al., 2006.

4.2.5 Capacidade Antioxidante de Reducdo do Cobre (Copper Reducing
Antioxidant Capacity - CUPRAC)

O método CUPRAC, que atualmente j4 apresenta modificacbes, mensura a
capacidade antioxidante baseado na medicdo da absorcdo do quelato formado Cu
() + neocuproina (Nc) como resultado da reacdo redox entre o antioxidante e o
reagente CUPRAC, Cu (Il) + neocuproina (Nc), medindo a absorvancia no
comprimento de onda maximo de absor¢do de luz em 450 nm (Lee et al., 2011,
Ozyurek et al., 2011b) (Figura 8).
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Figura 8 - Reacdo CUPRAC e cromoéforo: Cation quelato bis (neocuproina) cobre (1)
[prétons liberados na reagdo de neutralizacao pelo tampao NH4ACc].

2+

AOX
produto oxidado

AOX

AN

Fonte: Ozyirek et al., 2011(a).

O método é baseado na transferéncia de elétrons. Sendo aplicada em
amostras de alimentos (damasco, chas de ervas, plantas silvestres comestiveis,
queijos, etc.) e fluidos biologicos (conjuntos de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos
ou em fragdes isoladas) (Ozyirek et al., 2011b).

A vantagem desse método sobre o FRAP, anteriormente citado, € devido a
guimica redox do cobre (Il) possuir uma cinética mais rapida que as dos ions férricos
(Apak et al., 2004). Nesse método existe uma variagdo de tempo em funcdo da
substancia analisada, por exemplo, para o acido ascorbico, acido urico, acido galico
e gquercetina o método requer poucos minutos, mas, para moléculas complexas, ha a
necessidade de 30 — 60 minutos (Prior et al., 2005).

4.2.6 Lipoperoxidacdo (mensuracéo através da sonda C11-BODIPY®8/5%%)

Como alternativa para a detec¢do da formacdo de peroxidos lipidicos tem-se
utilizado a sonda fluorescente de membrana 4,4 'difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-
bora-3a, 4a-diaza-S-indaceno-3- acido undecandico (C1:-BODIPY®#¥%%) (Figura 9).
As sondas Bodipy sdo uma classe de moléculas fluorescentes que apresentam
fluorescéncia na regido do visivel do espectro eletromagnético e possui excelentes

propriedades fluorescentes (Drummen et al., 2002).
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Figura 9 - Sonda fluorescente C11-Bodipy ancorada a um lipossoma.

Fonte: Ferreira, 2012.

A sonda C1;-BODIPY®®Y%°! ¢ sensivel & oxidacéo e é um analogo fluorescente
de um &cido graxo, sendo facilmente incorporada em membranas e, em seu estado
intacto, apresenta fluorescéncia vermelho brilhante com um maximo de emissao na
faixa de 591-595 nm (dependendo do solvente utilizado); mas, se torna verde depois
de submetida a peroxidacao (Drummen et al., 2004; Partyka et al., 2011).

C11-BODIPY®#"%! & sensivel a multiplas espécies oxidaveis, dentre elas os

radicais ROO", HO®, RO" e ONOO'. A oxidacdo desta sonda é praticamente
insensivel as mudancas ambientais e ndo deixa espontaneamente a bicamada
lipidica apOs a oxidagdo. O grau de peroxidacdo € correlacionado com a formacgéo

de hidroxila e hidroperoxifosfatidilcolina (Gomes et al., 2005; Partyka et al., 2011).
4.2.7 Enzima Catalase
A enzima catalase (EC 1.11.1.6) é um importante componente do sistema

antioxidante enddégeno que defende o organismo contra o estresse oxidativo,

estando associado as varias condi¢cdes patoldgicas, incluindo o céncer, diabetes,
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catarata, arteriosclerose, lesdo isquémica, artrite, doencas neurodegenerativas,
deficiéncias nutricionais e envelhecimento (Slaughter & O’Brien, 2000).

A enzima pode funcionar de dois modos distintos: (i) através de sua atividade
catalitica quebrando o perdxido de hidrogénio ou (ii) Também pode utilizar H,O, para
oxidar compostos, particularmente quando a concentracdo de H,O, é mantida
constante em um nivel baixo (Lardinois & Rouxhet, 1996).

Esta enzima € essencial para proteger organismos aerObicos dos efeitos
toxicos do H,O, (Yoshimoto et al., 2007). E uma enzima ubiqua encontrada em todos
0s organismos conhecidos. Em células eucarioticas esta presente em peroxissomas
(Michiels et al., 1994).

4.2.8 Enzima Superoéxido dismutase

A enzima superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) catalisa a dismuta¢do do
anion superoéxido (O2) em H,O e O, e pertence a familia das metaloproteinas
contendo manganés (Mn*?), ferro (Fe*?), cobre (Cu®) / zinco (Zn*?) e até o metal
niquel (Ni*?) como cofator no sitio ativo. Nas plantas, existem varios tipos de
isoenzimas SOD, sendo encontradas em diferentes compartimentos celulares
(Palatnik et al., 2002). Nos seres humanos tem-se alguns exemplos como a
SODCuZn citosotlica, SODMn mitocondrial e SODEC extracelular (Michiels et al.,
1994; Yoo et al., 2008).

O anion superoéxido é um radical livre altamente reativo produzido pela redugéo
de um elétron do oxigénio. E proveniente de todo o processo respiratorio aerdbico,
podendo resultar em efeitos fisioloégicos deletérios. As SODs séo consideradas de
grande importancia na protecdo celular contra a toxicidade do anion superoxido, de

acordo com a equacao (1) (Michalski & Prowse, 1991):
205" + 2HY — O, + H,0O, (1)
Esta enzima parece ser a primeira linha de defesa contra EROs e pode ser

rapidamente induzida em algumas condi¢Bes, quando as células ou organismos sao

expostos ao estresse oxidativo (Michiels et al., 1994).
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No presente estudo além da atividade antioxidante, também se verificou a
atividade anticolinesterasica com o objetivo de avaliar as duas atividades ao mesmo

alimento.

4.3 Acetilcolina (Ach)

A acetilcolina (ACh) é um dos neurotransmissores excitatorios mais estudados
no sistema nervoso central e no sistema nervoso periférico, sendo sintetizada a
partir de acetil coenzima A (acetil CoA), formada durante a respiracédo celular, e da
colina, um importante produto do metabolismo dos lipideos (Taylor & Brown, 1994),
(Figura 10).

E importante nas fun¢des desempenhadas pelo sistema nervoso central e tem
sido associada com as funcbes cognitivas, processamento de informacdes
sensoriais, organizacao cortical do movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral
(Scremin et al., 1997).

A ACh é encontrada, principalmente, nas sinapses do sistema nervoso central
dos ganglios do sistema nervoso periférico, sinapses do parassimpatico e juncao

neuromuscular.
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Figura 10 - Formacdo e liberagcdo da acetilcolina na fenda sinaptica e sua
degradacéo. AcCoA = acetil-coenzima A; AChE = Acetilcolinesterase; CAT = Colina
acetiltransferase; CoA = coenzima A.
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Fonte: Rang et al., 2007.

A enzima acetilcolinesterase (AchE) é uma importante enzima regulatoria que
controla a transmissdo de impulsos nervosos através de sinapse colinérgica pela
hidrélise do neurotransmissor excitatorio ACh, terminando, portanto, sua agéo
(Milatovic & Dettbarn, 1996; Mdlller et al., 2002), (Figura 11). ACh também esta
relacionada ao aparecimento de sintomas e a evolucédo de algumas doencas como

as neurodegenerativas.
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Figura 11- Hidrdlise da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: Ellman et al., 1961.

As doencas neurodegenerativas sdo desordens progressivas do sistema
nervoso central, caracterizadas por disfuncbes cognitivas, motoras e/ou
comportamentais (Woulfe, 2008; Seeley et al., 2009). Doencgas neurodegenerativas
incluem aquelas caracterizadas por diferentes alteragdes macro e microscoépicas
localizadas nas fases iniciais da doenga, em diferentes areas do cérebro (Fratiglioni
& Qiu, 2009).

Tais patologias sdo mais frequentemente diagnosticadas na populacao idosa;
dentre elas tem-se a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, deméncia com
Corpos de Lewy, Esclerose Lateral Amiotréfica, Atrofia Sistémica Mdltipla, doenca de
Huntington e deméncia Fronto-Temporal. Até o presente momento, essas patologias
sao incuraveis. Devido ao aumento da notificacdo dessas doencas, principalmente
na populacdo idosa, estas representam um sério desafio para o sistema de saude
(Rockenstein et al., 2007).

A doenca de Alzheimer é uma enfermidade neuroldgica degenerativa
progressiva, resultando em prejuizo na memaoria e no comportamento (Ingkaninan et
al., 2003). E caracterizada pela atrofia cerebral, inicialmente localizada em &rea
temporoparietal, com placas amiléides e emaranhados neurofibrilares como tipicas
alteracdes microscopicas (Fratiglioni & Qiu, 2009).

A doenca esta associada a déficits dos diversos neurotransmissores cerebrais,
como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina, e modo que o tratamento
sintomético da doenca de Alzheimer envolve primariamente a restauracdo da funcéo
colinérgica. Sugere-se, portanto, que uma elevacédo no nivel da acetilcolina poderia

ser util para melhorar, principalmente, um dos sinais da doenca, a deficiéncia de
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aprendizagem. Os inibidores da enzima acetilcolinesterase téem demonstrado maior
eficiéncia no tratamento clinico na doenca de Alzheimer (Trevisan et al., 2003).

O principal fator patogénico associado a doenca de Alzheimer parece ser o
aparecimento de oligbmeros peptideo beta-amiléide (AB), que tendem a acumular-se
como depdsitos de amildide extracelular e estdo associados a microglia e astrécitos
reativos em processos de degeneracao neurais. As placas amiléides sdo compostas
por diferentes formas de beta-amiléide (AB) derivados de uma proteina precursora
de amiléide, que sdo produzidas pela clivagem dessa proteina por duas enzimas
proteoliticas B e y secretases (Amtul et al., 2011).

O envolvimento da microglia e astrocitos no aparecimento e evolucdo desse
processo neurodegenerativo esta se tornando cada vez mais reconhecido, embora
seja comumente aceito que neuroinflamacdo e estresse oxidativo podem ter
influéncias prejudiciais e benéficas sobre o tecido neural (Agostinho et al., 2010).

Existem muitas hipoteses para o desenvolvimento dessa doenca, sendo bem
fundamentada a do hipometabolismo cerebral. Neurénios saudaveis possuem uma
taxa metabdlica extremamente alta e produzem uma quantidade significativa de ATP
(adenosina trifosfato), a fim de gerar potenciais de acdo e manter a plasticidade
sinptica. Considerando-se que as mitocondrias sdo responsaveis pela geracdo de
90% do ATP total celular, essas organelas séo criticas para o funcionamento das
células com demanda alta de energia, tais como neurdnios. O prejuizo da funcao
mitocondrial, portanto, devera ter consequéncias graves na viabilidade neuronal e a
saude geral do cérebro (Rettberg et al., 2011).

Atualmente, n&o existe cura para a doenca de Alzheimer e suas causas ainda
permanecem desconhecidas (Kanoski & Davidson, 2011). Com base nos relatos
anteriores, a presente tese visa detectar nos frutos estudados composto(s) que
apresentem atividade antioxidante e anticolinesterasica, com a finalidade de ajudar
na melhora dos sintomas e/ou retardar o seu aparecimento. Dessa forma busca-se
atribuir mais uma funcéo aos alimentos estudados, além da nutricional, e atravées da
divulgacao dos resultados obtidos gerar um aumento do consumo dessas frutas por

parte da populacao.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Frutos

Os frutos intactos de jenipapo (Genipa americana L., Rubiaceae), siriguela
(Spondia purpurea L., Anacardiaceae), umbu (Spondia tuberosa, Anacardiaceae) e
mangaba (Hancornia speciosa G., Apocynaceae), em estado de maturagao
adequado para a colheita, foram adquiridos no Mercado Municipal de Macei6 -
Alagoas, pela manhd, durante os meses de marco e abril de 2008.

Estas frutas sé&o provenientes de pequenas fazendas ndo comerciais no estado
de Alagoas. Os frutos foram armazenados em temperatura ambiente por cerca de
dois dias pos-colheita. Foram compradas aleatoriamente, em média, duas caixas de
polietileno de umbu e siriguela, quinze frutos de jenipapo e cinquenta frutos de
mangaba.

Imediatamente depois de adquiridas, as amostras foram lavadas para remocao
de sujidades superficiais e secas a temperatura ambiente. Os frutos a serem
utilizados foram selecionados para o processo de separacdo das partes (cascas,
polpas e sementes) e a extracdo etandlica subsequentes. Os critérios de sele¢éo
para a escolha dos frutos foram a auséncia de lesdes na casca e o estado de
maturacdo adequado para a colheita. No caso do fruto mangaba, a extracao

etandlica foi realizada com o resultado da unido da polpa mais casca.

5.2 Preparacao dos Extratos Etandlicos

Os extratos foram preparados a partir das cascas, polpas e sementes
provenientes dos frutos. A Tabela 2 apresenta o peso inicial das partes das frutas
utilizadas para preparar os extratos e 0s respectivos rendimentos. As cascas foram
secas em estufa a 35°C, as sementes em estufa de circulacao forcada, a 40°C por
24 horas e as polpas liofilizadas. Ap6s a secagem as amostras foram trituradas e
levadas ao procedimento de extracdo etandlica (extracdo por trés vezes com etanol
95%). O solvente foi evaporado em evaporador rotativo (Buchi Rotavapor R-114) a
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40°C e os residuos foram secos e armazenados a 27°C, embrulhados em papel

aluminio, para evitar a incidéncia de luz.

Tabela 2 - Peso seco inicial (g) e rendimento da extracéo (%) das partes dos frutos.

Amostras Peso seco Rendimento da
inicial (g) extracao (%)

Jenipapo Casca 259,9 36,3
Polpa 50,0 45,4
Semente 451,1 25,3
Siriguela Casca 149,8 5,9
Polpa 50,0 32,3
Semente 285,7 1.4
Umbu Casca 88,5 11,3
Polpa 50,0 17,5
Semente 149,0 5,6
Mangaba Casca + Polpa 50,0 49,3

5.3 Prospeccéo Fitoquimica

A presenca nos extratos de antocianidinas, antocianinas, antraquinonas,
antrona, catequinas, cumarinas, flavondides, flavanonas, leucoantocianidinas,
fendis, proantocianidinas, saponinas, esteroéides, triterpendides, taninos e xantonas
foi verificada, qualitativamente, de acordo com os métodos descritos por Matos
(1997) e Souza et al.(2003).

Solucdes etandlicas na concentracdo de 5 mg.mL™ dos extratos das partes
(casca, polpa e semente) dos frutos foram preparadas. Em seguida, separam-se 7
tubos contendo porcdes de 4 mL dos extratos etandlicos em tubos de ensaio
enumerados, submetendo-os aos testes descritos a seguir, de acordo com a

metodologia descrita por Matos (1997).
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5.3.1 Teste para determinacéo de Taninos e Fendis

No tubo de ensaio de numero 1 foram adicionadas 3 gotas de solugdo alcodlica
de FeCl; (1 mol.L™). Agitou-se bem e observou-se qualquer variacdo de cor e/ou
formacdo de precipitado escuro abundante. Preparou-se um teste “branco” com
agua destilada e cloreto férrico para comparacdes. A presenca de fendis ou taninos
foi determinada de acordo com o aparecimento da coloracdo indicada para cada
substancia quando o teste “branco” foi negativo. Coloracao variavel entre o azul e o
vermelho é indicativo da presenca de fendis. Precipitado com tonalidade azul escuro
indica presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e de coloracéo verde,

taninos condensados ou catéquicos.

5.3.2 Teste para determinacdo de Antocianinas, Antocianidinas e

Flavonoides

Para este teste o tubo nimero 2 foi acidulado a pH 3 com HCI 3 mol.L™ e os
tubos 3 e 4 alcalinizados a pH 8,5 e 11 com NaOH 1mol.L?. A presenca de
antocianinas, antocianidinas e flavondides foi identificada pelo aparecimento da

coloracao indicada para cada substancia, conforme apresenta a Tabela 3.

Tabela 3 - Indicativos da presenca de compostos fendlicos em amostras segundo o
pH.

Constituintes Cor do meio

Acido (pH = 3) Alcalino (pH =8,5) Alcalino (pH =11)

Antocianinas e

Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas,

Flavonais e

Xantonas _* _* Amarela
Chalconas e

Auronas Vermelha _* Vermelho purpura
Flavonondis _* _* Vermelho laranja

*N&o ocorreu modificagéo da cor.
Fonte: Matos, 1997
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5.3.3 Teste para a determinacdo de Leucoantocianidinas, Catequinas e

Flavonas

Realizou-se a acidulacdo do tubo 5 com HCI 3 mol.L* até pH 1 a 3 e a
alcalinizac&o do tubo 6 com NaOH 1mol.L ™ até pH 11. Em seguida, foram aquecidos
cuidadosamente em banho-maria até o aparecimento da cor. Observaram-se as
possiveis alteracdes de cor sendo os resultados comparados com os dados da
Tabela 4.

Tabela 4 - Indicativos da presenca de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Constituintes Cor do meio
Acido (pH = 1- 3) Alcalino (pH = 11)
Leucoantocianidinas Vermelha _*
Catequinas Pardo-amarelada _
Flavononas * Vermelho laranja

*N&o ocorreu modificagéo da cor.
Fonte: Matos, 1997.

5.3.4 Teste para a determinacdo de Flavonois, Flavanonas, Flavanonois e

Xantonas

Adicionaram-se ao tubo 7 alguns miligramas de magnésio em fita granulado e
0,5 mL de HCI concentrado e, ao fim da reagdo (fim da efervescéncia), foram
observadas as possiveis mudancas na cor da mistura e comparada com a coloragao
da mistura do tubo 5. O aparecimento de cor vermelha é indicativo da presenca de
flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas livres ou seus heterosideos (Matos,
1997).

5.3.5 Teste para a determinacao de Esterdides e Triterpendides

Em um béquer foram colocados 10 mL dos extratos etandlicos e levados ao

banho-maria até sua secura total. Em seguida, extraiu-se o residuo seco do fundo
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do béquer com 2 mL de cloroférmio (Vetec Quimica Fina Ltda; Rio de Janeiro,
Brasil). Essa solucdo foi filtrada em um funil fechado com algod&do coberto com
Na,SO, anidro e passada para um tubo de ensaio bem seco. Em seguida,
adicionaram-se 1 mL de anidrido acético e 3 gotas de H,SO,4 concentrado, agitou-se
suavemente e observou-se a reacdo. O aparecimento da coloracdo azul seguida de
verde permanente € indicativa da presenca de esterdides livres, enquanto que o
aparecimento da coloragdo entre parda a vermelha indica a presenca de

triterpendides pentaciclicos livres (Matos, 1997).
5.3.6 Teste para a determinac&o de Saponinas

A partir do residuo insoliuvel em cloroférmio do teste anterior, este foi
solubilizado em 10 mL de agua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. A
solucao foi agitada fortemente por 3 minutos e observou-se a formacédo de espuma.
A presenca de espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas
(Matos, 1997).

5.3.7 Teste para a determinagao de Antraguinonas, Antronas e Cumarinas

Marcaram-se pontos dos extratos em placas cromatogréaficas, que foram
eluidas em cloroformio. As placas foram borrifadas com uma solucéo de hidroxido de
potéssio a 10% e observou-se a presenca de cores indicativas em luz ultravioleta a
365 nm. A cor vermelha indica antraquinona, amarela indica antrona e azul indica

cumarina (Matos, 1997).
5.4 Ensaio da Citotoxicidade dos Extratos

O possivel efeito citotéxico dos extratos foi investigado utilizando células
epiteliais da cornea de ovinos. As células foram cultivadas em meio essencial
minimo de Eagle (MEM) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%, 0,10
mg.mL? de estreptomicina, 100 Ul.mL? de penicilina G e 0,25 pg.mL* de

anfotericina B (Sigma®, USA) em uma incubadora com CO, a 5% em 37°C. As
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células foram colhidas utilizando uma solucdo de tripsina a 0,05% e acido
tetraacético etilenodiamina (EDTA) a 0,02% (Sigma®, USA). As células foram
semeadas em placas de 96 pocos (1 x 10 células por poco) e incubadas por 24 h
em estufa com CO; a 5% em 37°C (Figura 12 a).

O meio de cultura foi, entdo, substituido por 200 puL de meio fresco (controle)
ou meio contendo uma concentracdo de 100 pg.mL™ dos extratos. Apos 48 h, as
células foram dispersas e avaliadas pelo ensaio de exclusdo utilizando azul de
Tripan a 0,4% (Sigma®, USA) (Figura 12 b) (Weisenthal et al., 1983).

Figura 12 - Procedimentos do ensaio de citotoxicidade dos extratos etandlicos dos
frutos: (a) adeséao celular e (b) avaliacdo do teste através da exclusdo do Azul de
Tripan.
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Fonte: Ferreira, 2010.

O Azul de Tripan (Cz4H24NsNas014S,4) € um corante acido azul que contém dois
grupos cromoforos azo (-N=N-). E um corante indicado para estimar a viabilidade
celular e ajuda também na visualizacdo da morfologia celular, facilitando a contagem
das células. Baseia-se no principio de que células viaveis (vivas) apresentam
membranas intactas, que evitam a entrada do corante, enquanto que as membranas
metabolicamente inativas de células mortas (ndo viaveis) ndo conseguem (Ferreira,
2010).
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Todos os testes foram realizados em triplicata. Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Farmacologia Antiviral e Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude - ICBS/UFAL, sob a supervisdo da Professora Dr2 Roberta Costa Santos

Ferreira.
5.5 Determinacéo de Acido Ascérbico

A determinacdo de &cido ascérbico (AA) foi realizada de acordo com AOAC
(1997), adaptado por Oliveira, Godoy & Prado (2010). 500 mg dos extratos foram
homogeneizadas em 50 mL de &cido metafosférico a 1%, sendo a mistura utilizada
para titular uma solucdo de 2 mL de indicador 2,6-diclorofenol-indofenol - DCFI
(Vetec Quimica Fina Ltda; Rio de Janeiro, Brasil) e 18 mL de &agua destilada. O
ponto final da titulacdo foi definido no momento em que a solucdo titulada
apresentou coloracdo idéntica a solucdo titulante (amostra diluida em acido
metafosforico), reservando-se um periodo de 15 segundos para a confirmacao do
ponto de viragem. Para a determinacdo de AA na amostra utilizou-se a seguinte
equacao (2):

C=[(pxcx50)/(Vxm), (2

Onde: C é a quantidade de AA (mg) em g de extrato seco; p € o volume (mL) gasto
de solucdo padrdo de AA (Sigma® USA), cuja concentracdo é ¢ (mg.mL™Y) na
padronizacdo do DCFI; V é o volume (mL) da solucéo titulante utilizada durante a

titulacdo; e m é a quantidade de amostra utilizada na extracao.
5.6 Determinacao do Conteudo de Fendis Totais

O conteudo de fendis totais (CFT) dos extratos foi determinado utilizando o
reagente Folin-Ciocalteau (FC) (Sigma®, USA), como descrito por Cicco et al.
(2009), com modificagBes. Foram preparadas solu¢cdes metandlicas dos extratos na
concentracédo de 50 pg.mL™. Em tubos de ensaios foram colocadas aliquotas de 120
uL dos extratos e 180 pL de agua para obter a concentracdo de metanol a 4% na

solucéo final. Em seguida, 300 uL do reagente FC (Figura 13 a) foram adicionados
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em cada tubo e, apds 2 minutos, 2,4 mL de uma solucédo de carbonato de sédio a
5% (Vetec Quimica Fina Ltda; Rio de Janeiro, Brasil).

A mistura foi agitada e aquecida a 40°C em banho-maria, por 20 minutos. Os
tubos foram resfriados rapidamente e a cor desenvolvida, coloracédo azul esverdeada
intensa (Figura 13 b), foi lida a 767 nm em um espectrofotdmetro MutiSpec-1501 UV-
Vis (Shimadzu, Japéo). O mesmo procedimento foi realizado utilizando 120 pL de

metanol como controle negativo.

Figura 13 - Reagente Folin-Ciocalteau (a) e amostra no final do experimento (b).

4
v
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

A concentracdo de fendis foi estimada através de uma curva de calibracdo
tracada com acido galico (AG) (Vetec Quimica Fina Ltda; Rio de Janeiro, Brasil) em
metanol (0,10 x 10 mol.L™- 17,5 x 10 mol.L™"), como uma referéncia de polifenéis
(n = 3). De acordo com a curva de calibracdo, obteve-se a equacao y = -0,00389 +
0,07549x; R?= 0,99651 (Figura 14). Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de AG / g de extrato (mg EAG.g™).
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Figura 14 - Curva de calibracdo do Acido Galico (AG).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

5.7 Meétodos de Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada, por varios métodos

descritos a seguir:

5.7.1 Atividade sequestradora de espécies reativas utilizando o radical a, a-

difenil-B-picrilidrazila (DPPH")

A capacidade sequestradora de radicais (CSR) pode ser avaliada utilizando o
método DPPH, descrito por Sanchez-Moreno et al. (1999). Trezentos microlitros da
solucdo do extrato em uma concentracdo de 50 pg.mL™ foram adicionados a 2,7 mL
de uma solucéo radicalar de DPPH (Sigma®, USA) (40 pg.mL™* em metanol) em uma
cubeta de quartzo de 3 mL. A mistura foi homogeneizada e armazenada no escuro
antes da analise. Os valores de absorcdo do DPPH em 516 nm foram registrados

em intervalos de 5 minutos até 50 minutos.
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A porcentagem de DPPH® remanescentes (% DPPH*R) e consumidos (%

DPPH* ¢) foi calculada através da seguinte equacéo (3):

% DPPH" g = [(DPPH*) (/ (DPPH") - o] X 100, (3)

onde: t representa o tempo.

A porcentagem da capacidade sequestradora de radicais do DPPH (% CSR -

DPPH*) de cada extrato foi calculada da seguinte forma (4):
%CSR = (1-Ac / Ap) x 100, (4)

onde: Ac é a absorvancia da solucdo quando ao extrato foi adicionado a uma
concentracdo particular em 30 minutos, e Ap é a absorvancia da solucdo de DPPH.
Todas as determinacgdes foram realizadas em triplicata.

A 1Cso (concentracdo da amostra ou padrédo que causa 50% de inibicdo da
concentracdo inicial de DPPH) foi obtida graficamente usando uma curva de
calibracdo na faixa linear pela plotagem da concentragdo dos extratos versus o
efeito sequestrante correspondente. A ICso ou 1% (porcentagem de inibicdo) foi
calculada segundo Scherer & Godoy (2009), utilizando a seguinte equacao (5):

1% = [(Absy — Abs1)/Absp] x 100, (5)

onde Absy é a absorvancia do controle e Abs; é a absorvancia na presenca do

composto testado. Realizou-se a ICsp dos extratos mais promissores.

5.7.2 Ensaio com o radical 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico) - ABTS**

O método descrito por Arnao et al. (2001) foi utilizado com modificacdes.

Solugdes estoques de 50 mL foram preparadas, uma contendo ABTS (7 mmol.L™) e
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outra de persulfato de potassio (140 mmol.L™) (Sigma®, USA). A mistura reacional
foi entdo preparada misturando as duas solucbes estoque em volumes iguais e

permitindo a reagao por 16 h em temperatura ambiente, no escuro. A solucao final

foi diluida pela mistura de 5 mL da solucdo de ABTS"* (7 mmol.L™") com 90 pL de
metanol, para obter uma absorvancia de 0,70 £ 0,50 em 734 nm.

Prepararam-se solugbes metandlicas dos extratos na concentracdo de 50
ng.mL™. Aliquotas de 30 uL foram retiradas dos extratos para reagir com 3,0 mL da
solugdo de ABTS" ™ por 6 minutos no escuro, sendo a absorvancia, verificada a 734
nm.

A curva de calibracdo do Trolox® (Merck; Diisseldorf, Alemanha) foi linear entre
100 mmol.L™ e 1.600 mmol.L™. De acordo com a curva de calibragéo, obteve-se a
equacdo ¥ = 0,7228 + 0,0005x; R?= 0,99834 (Figura 15). Os resultados s&o

expressos em mmol Trolox® equivalente (TE) / g massa fresca.

Figura 15 - Curva de calibracdo do reagente Trolox® (100 - 1.600 mmol.L™).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

5.7.3 Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro — Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP)

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Rufino et al.
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(2006), onde ocorre a reducdo do complexo Fe*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe*-TPTZ). Baseado na
habilidade de um composto em reduzir Fe*" a partir de Fe**, definindo sua forca
antioxidante. O complexo Fe?-TPTZ possui a cor azul intenso e pode ser
monitorado, a 593 nm, em espectrofotémetro.

O reagente FRAP foi preparado misturando 2,5 mL de uma solucéo de 2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mmol.L™" [a solucdo de TPTZ (Sigma®, USA)
preparada com uma solucdo de HCI 40 mmol.L™ ], 2,5 mL de uma solugéo aquosa
de FeCl; 20 mmol.L™ e 25 mL do tamp&o acetato 0,30 mol.L™* (pH = 3,6), sendo
utilizada imediatamente apds sua preparacdo. Em ambiente escuro, aliquotas de 90
uL dos extratos foram misturadas com 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP, sendo homogeneizadas e posteriormente incubadas a 37 °C, por 30
minutos. A absorvéancia da mistura reacional foi verificada a 595 nm e uma curva de
calibracdo foi preparada com Trolox® (5 pmol.L — 1.000 umol.L™}), obtendo a
equacdo y = 0,02734 + 0,00122x; R*= 0,99978 (Figura 16). Os resultados foram
expressos em TEACgrap (Trolox Equivalent Antioxidant Capacities — Capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox) em mmol de Trolox.g™.

Figura 16 - Curva de calibracdo do reagente Trolox® (5 — 1.000 umol.L™).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.
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5.7.4 Capacidade Antioxidante de Reducdo do Cobre - Copper Reducing
Antioxidant Capacity (CUPRAC)

Este ensaio é baseado na reducédo do Cu (Il) a Cu (I) pela agdo combinada de
todos os antioxidantes (redutores) presente na amostra. 1 mL de uma solucéo
aquosa de CuCl, (1 x 102 mol.L™), neocuproina (7,5 x 10 mol.L) e de tamp&o
NH.Ac (1,0 mol.L, pH = 7,0) (Sigma®, USA) foram misturados e homogeneizados
em um tubo de ensaio (Figura 17 a). Em seguida, adicionaram-se 0,5 mL da solucao
dos extratos e 0,6 mL de H,O a mistura inicial para a obtengdo de um volume final
de 4,1 mL (Figura 17 b). A mistura ficou em repouso por 1 hora e a absorvancia foi
observada a 450 nm, (Figura 17 c) (Apak et al., 2004).

Figura 17 - Mistura das solucdes de CuCl,, neocuproina e tampdo NH;Ac (a),
Mistura anterior + amostra e agua (b) e mistura apds 1 hora de repouso (c).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

As solucdes dos extratos foram preparadas em metanol, na concentracdo de
50 pg.mL™. A curva de calibracao foi realizada com Trolox®, nas concentracées de 5
pumol.L™* - 600 pmol.L™. De acordo com a curva de calibracdo, obteve-se a equagao
¥ =-0,00616 + 0,00186x; R*= 0,99921 (Figura 18).
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Figura 18 - Curva de calibracdo do reagente Trolox® (5 - 600 pmol.L™).

0.8 4

Absorvancia

0.4+ "]

0.0 — 77—
0 100 200 200 400 500 200 700

Concentracdo de Trolox (umol L'1}

Fonte: Autor desta tese, 2012.

Os resultados foram expressos como a capacidade antioxidante total em mmol

de Trolox. g™ de extrato, sendo calculada utilizando a férmula (6):

AV, rV.
Capacidade Antioxidante Total (em mmol Trolox/g) = ——— /1000 , (6)

Errolox Vs
onde: A € a absorvancia; emoiox € a absortividade molar de Trolox; V; € o volume final
(apds a adicdo dos reagentes); Vs € o volume de amostra colhida para analise do
extrato diluido; r € o tempo de repouso antes da analise; V; € o volume utilizado para
preparar a solucao inicial (extrato diluido); e m é o peso em gramas utilizada na

preparacao da solucéao inicial (extrato diluido).

5.7.5 Capacidade Antioxidante de um Sistema de Membranas Biomimético

A capacidade antioxidante foi avaliada através de um modelo de peroxidagcao
lipidica mediada por um radical peroxila utilizando uma membrana biomimética
(lipossomas unilamelares de lecitina de soja) acoplada a sonda fluorescente Cq; —

BODIPY 859! sensivel ao radical peroxila (Oliveira et al., 2009).

Preparacéo das vesiculas unilamelares
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Vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja (1 mM) (Sigma®, USA) foram
preparadas por extrusdo em 10 mL de tamp&o fosfato (50 mmol.L™, pH 7,4), como
descrito por MacDonald et al. (1991), com a incorporacédo adicional da sonda
fluorescente C1;-BODIPY®*®°1 (107 mol.L™) (Molecular Probes; Ontario, Canada)
sensivel ao radical peroxila (Drummen et al., 2002). A dispersédo multilamelar nesta
etapa foi obtida através de um sistema de extrusdo de membrana (Figura 19), tendo
100 nm de diametro dos poros, operando a 25°C. A dispersdo multilamelar foi
realizada pela passagem da solugéo de fosfatidilcolina de soja por 15 vezes no
sistema de extrusao, para produzir vesiculas unilamelares marcadas com a sonda

C1,-BODIPY®®Y59 com diametro médio de 120 nm.

Figura 19 - Sistema de Extrusdo de Membrana.

Fonte: Autor desta tese, 2012.
Mensuracédo da Peroxidacao Lipidica (Método sintético)

MedicOes da fluorescéncia (Figura 20) foram realizadas a 37°C, em um
fluorimetro Fluorolog Spex 1681 ©, através da mistura, em uma cubeta de quartzo de
1mL, de 800 uL de uma suspensao de vesiculas unilamelares, 50 uL de tampéao
fosfato (50 mmol.L™, pH = 7,4) e 50 uL dos extratos (0,5 mg.mL™). Trolox (1, 5 e 10
umol.L™), vitamina C e resveratrol (100 pmol.L™Y) (Sigma®, USA) foram utilizados
como controles positivos e o0s solventes (metanol e tamp&o), como controles
negativos. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 100 uL de 2,2"- azinobis (2-

amidinopropano) dihidrocloridrato (AAPH) (Sigma®, USA) a 100 mM. O decaimento
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da fluorescéncia (Aexcitacao = 580 NM, Aemissao = 600 NM) foi monitorado continuamente

por 30 minutos.

Figura 20 - llustracdo da fluorescéncia observada no experimento.

Fonte: Autor desta tese, 2012.

5.7.6 Mensuracéo da atividade da enzima catalase

A mensuracdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada em
microplaca (Nunc®, Dinamarca), de acordo com o método descrito por Cohen et al.
(1996), com adaptacOes para microplacas. Sucintamente, 100 uL do homogenato
hepatico, do qual ja se conhecia a atividade da enzima catalase, foram adicionados
a placa. Para o inicio da reacéo, adicionaram-se 20 uL de H,O, (Concentracéo final
de 1 mM). Em seguida, foi adicionada uma substancia cromdgena e o produto
reacional foi quantificado em microplaca a 550 nm, utilizando um espectrofotometro
Thermo Scientific - Multiskan Spectrum® Uma curva de calibracéo foi preparada
para calcular a concentracdo da enzima nas amostras de homogenato de tecido
hepético de camundongos, utilizando formaldeido nas concentracdes de 5 uM a 150
pUM. De acordo com a curva de calibracdo, obteve-se a equagdo y = 0,0149 +
0,0077x; R?= 0,9791 (Figura 21).
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Figura 21 - Curva de calibragéo do formaldeido (5 - 150 pM).
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Os reagentes foram preparados imediatamente antes do inicio da reagdo. Os
extratos foram analisados em trés concentragdes (25, 50 e 100 pg.mL™), (Figura 22).
A concentragdo de catalase foi normalizada pela concentragdo tecidual protéica
medida através do método colorimétrico de Bradford (1976). Salienta-se que a
metodologia utilizada foi padronizada no Laboratorio de Reatividade Cardiovascular
e no Max Delbrick Center for Molecular Medicine (MDC), Berlin-Buch e, no
momento, encontra-se em fase final de escrita do documento envolvendo a protecéo
técnico-cientifico. Assim, os detalhes relacionados a metodologia ndo estdo aqui
expostos.

Figura 22 - Demonstrativo do ensaio da atividade da enzima catalase ap6s leitura.
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Fonte: Autor desta tese, 2012.
5.7.7 Mensuracao da atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) foi determinada no
homogenato hepético em microplaca (Nunc®, Dinamarca), através da utilizacdo de
kit comercial Fluka®, conforme instrucdes do fabricante, utilizando-se o comprimento
de onda de 450 nm (espectrofotdmetro Thermo Scientific - Multiskan Spectrum®).
Sucintamente, o método € baseado na utilizacdo de um sal solivel em agua, o WST-
1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazdlio, sal monosddico),
gue é reduzido pelo anion superéxido (O27). O produto desta reacdo é o cromogeno
formazan.

A taxa de reducdo € linearmente relacionada a atividade da enzima xantina
oxidase (XO) que, por sua vez, € inibida pela SOD (Figura 23). A atividade da SOD é
entdo expressa como porcentagem de inibicdo da XO pela SOD. Os dados foram
normalizados pelo conteudo tecidual protéico (Bradford, 1976). Utilizaram-se trés

concentragdes dos extratos (25, 50 e 100 pug.mL™).

Figura 23 - Demonstrativo do ensaio da atividade da enzima superoxido dismutase.

Fonte: Autor desta tese, 2012.
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5.8 Deteccéo dainibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase (AchE)

5.8.1 Ensaio qualitativo

Avaliou-se qualitativamente a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) por
cromatografia em camada delgada (CCD), seguindo a metodologia descrita por
Ellman, sendo adaptada por Rhee et al. (2001). Os extratos, fracdes e subfracoes
das polpas, cascas e sementes foram dissolvidos individualmente em etanol. Cada
amostra foi diluida para uma concentracéo de 2 mg.mL™ e aplicada sobre uma placa
cromatografica de alumina (1,5 - 2,5 uL).

A placa foi entdo pulverizada com os reagentes 5,5'-ditiobis (2- acido
nitrobenzéico) DTNB / (iodeto de acetiltiocolina) ATCI; 1 mmol.L™ DTNB (reagente
de Ellman) e 1 mmol.L* ATCI em tamp&o Tris-HCI, pH 8,0 (Sigma®, USA) até a
silica ficar saturada com o solvente. As placas de CCD foram deixadas em repouso
para secar por 3 minutos; em seguida, foram pulverizadas com 3 U.mL™ de solucéo
da enzima AchE (acetilcolinesterase proveniente de Electrophorus electricus —
enguia elétrica, tipo VI-S). Apos 10 minutos, observaram-se, no fundo amarelo,
manchas brancas revelando extratos, fracfes e subfracbes com atividade inibitoria

da enzima (Figura 24).

Figura 24 - Demonstrativo da formagao dos halos brancos na CCD.

Fonte: Autor desta tese, 2012.

O método de Ellman é baseado na hidrélise da acetiltiocolina (ACTI) pela

AchE, dando origem a tiocolina, que reage com o carboxilato do DTNB, formando o
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2‘ — nitrobenzoato 5 — mercaptotiocolina e um anion de coloracdo amarela, o 5 — tio
— 2 — nitrobenzoato, o qual é quantificado espectrofotometricamente no comprimento

de onda de 412 nm (Ellman et al., 1961; Marston, 2011), de acordo com a equacgéo

(7), a seguir:
o) Me O
Me\ I\p Aceticolinesterase \I\fa )J\
_ (AChE) —
Me | \/\S Me Me I\I/l\/\SH * H,0 Me
Me e

Acetiltiocolina Tiocolina Acido Acético

Reagente de Ellman

S NO,
/
O2N S
COO
"00C

fon 5,5' - ditiobis - 2- nitrobezoato

Y
Me
N O
B S NO, + S NO2
Me 'T@V\S/ < 2 < 2
Me
COO COO

2- nitrobezoato - 5 - mercaptotiocolina S - tio - 2- nitrobezoato

Anion amarelo (7)

Carbacol (0,01 mol.L™") (Sigma®, USA) foi utilizado como controle positivo e os

solventes etanol e metanol, como controles negativos.

5.8.2 Ensaio quantitativo (ensaio em microplaca)

O ensaio quantitativo para avaliacdo do potencial inibitério da
acetilcolinesterase realizou-se utilizando o método de Ellman, com modificacdes
(Trevisan et al., 2003; Rhee, Van & Verpoorte, 2003; Nino et al., 2006). Para os

ensaios da atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase em microplacas foram
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preparadas as seguintes solucdes: Tampdo A: 50 mM de tamp&o Tris-HCI (Sigma®,
USA) em pH 8,0; Tampédo B: 50 mM Tris-HCI em pH 8,0, contendo 0,1% de
albumina bovina sérica (ABS); Substrato: 15 mM de iodeto de acetiltiocolina (ATCI);
Reagente de Ellman: 3mM de acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico](DTNB) dissolvido
no tampdo A; Enzima: Acetilcolinesterase (pé liofilizado contendo 1,18 mg; 426
U.mg™ de so6lido) (Sigma®, USA).

A enzima foi inicialmente dissolvida no tampdo A para obtencdo de uma
solucéo estoque 502,68 U.mL™. Em seguida, esta solucéo foi diluida no tamp&o B
para a obtenc&o de uma solucéo final a 0,2 U.mL™, concentracdo necessaria para a
realizagédo do ensaio em microplaca.

Os ensaios foram realizados com os extratos brutos, fracdes e subfracbes das
partes dos frutos analisados solubilizados em metanol para produzir uma solugéao
estoque de 3 mg.mL™. Em seguida, essa solucéo foi diluida 10 vezes com o tamp&o
A. A eserina (Fisostigmina) 0,018 mM (Ren et al., 2004) dissolvida em metanol foi
utilizada como controle positivo e, como controle negativo, o0 metanol a 10% diluido
no tampao A.

Os ensaios foram realizados em triplicata em um espectrofotdbmetro Thermo
Scientific - Multiskan Spectrum®. Em cada poco da placa de 96 pocos adicionaram-
se 125 uL de DTNB, 50 uL de tampdao B, 25 uL da amostra ou branco ou controle
positivo e 25 puL da enzima acetilcolinesterase 0,2 U.mL™. Em seguida, a velocidade
da reacdo enzimatica foi medida 10 vezes a cada 13 segundos. Apdés este periodo,
adicionaram-se 25 uL do substrato ATCI e a absorvancia foi novamente medida por
10 vezes, a cada 13 segundos. Antes de cada leitura, a placa foi levemente agitada
por 10 segundos.

ApoOs a leitura espectrométrica, (Figura 25), a velocidade da reacdo antes de
adicionar o substrato foi subtraida da velocidade de reacdo depois da adicdo do

substrato.
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Figura 25 - Demonstrativo da placa do ensaio quantitativo da inibicdo da
acetilcolinesterase.

Fonte: Autor desta tese, 2012.

A porcentagem de inibicdo das amostras foi calculada por comparacdo com a
inibicdo observada no branco (10% de metanol em tampé&o A).
A atividade enzimatica foi calculada através da seguinte formula (8) (Razzino,
2007):
Z/m=(AA.V.1000)/(e.d.At.v.p) (8)

onde,
AA = variacao de absorvancia, AA | At= coeficiente linear (b da reta),
V = volume do ensaio em L, V=25.10"L,

e = coeficiente de absor¢éo do anion formado (5

— tio — 2 — nitrobenzoato), e = 1,36 mmolt.mm?,
d = caminho 6ptico em mm, v=2510"L,

At = variacdo do tempo em min., p = 0,0005164 g.L ™,
v = volume da amostra utilizado no ensaio, d =10 mm,

p = concentracdo da amostra enzimatica utilizada no ensaio em g.L™.

A atividade catalitica enzimatica Z / m é dada em U.g’. A capacidade de
inibicdo da AChE foi expressa em percentagem de inibicdo da enzima sendo
determinada pela comparacdo da atividade da enzima frente a um branco e a uma

solucéo contendo a amostra a ser analisada.
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5.9 Fracionamentos dos Extratos Promissores

Os extratos mais promissores, que apresentaram atividade antioxidante e
anticolinesterasica, foram submetidos a processos de separacao (particdo) dando
origem a 5 fracdes (hexanica, cloroférmica, butandlica, hidrometandlica e acetato),
conforme Apéndices 1 e 2. Posteriormente, cada fracdo foi submetida a uma
filtracAo em silica dando origem a subfracdes. Das fracdes hexanica, obtiveram-se
subfracdes, onde foram utilizados o0s seguintes solventes: hexano,
hexano/cloroférmio (1:1), cloroférmio, cloroférmio/metanol (1:1) e metanol. Nas
fracGes cloroférmicas, os solventes utilizados foram: cloroférmio, cloroférmio/acetato

(1:1), acetato, acetato/metanol (1:1) e metanol.

5.10 Identificacdo de Compostos Fendlicos e Acidos Organicos

A separacdo e identificacdo de compostos fendlicos e acidos organicos foi
realizada utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Performance diretamente
acoplada a espectrometria de massas (Ultra Performance Liquid Chromatography —
UPLC — MS), do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (Figura 27).

Os extratos foram analisados na concentracéo de 10 mg.mL™>. A separacdo
cromatografica (com injecdo de 3 uL) foi realizada em um sistema Acquity UPLC
(Waters, Milford, MA, EUA), utilizando uma coluna BEH UPLC (2,1 x 50 mm,
tamanho da particula de 1,7 mm) a uma temperatura de 30°C. Utilizou-se o
gradiente (A): agua purificada Milli-Q acidificada com acido férmico a 0,1% e o
gradiente (B): acetonitrila (Tedia Brazil) comecando com 5% do gradiente B e
aumentando até 100% do gradiente B, por 9 minutos, mantido até 9,5 minutos e,
entdo, retornando as condi¢des iniciais.

A deteccao foi realizada por eletrospray no modo de ions negativos em um
espectrometro de massa Acquity TQD (Micromass Waters, Milford, MA, EUA),
operando nas seguintes condi¢des: capilar — 3000 V, cone — 30 V, fonte de
temperatura de 150°C, na faixa de 110 a 1000 m / z.
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Os padrdes utilizados foram a catequina [1], epicatequina [2], quercetina [3],
acido clorogénico [4], &cido quinico [5], &cido citrico [6], acido caféico [7] e &cido p-
cumarico [8] (Sigma®, USA), (Figura 26) (Apéndice 3), todos na concentragdo de 1
mg.mL™. Os Compostos foram identificados e quantificados em comparacdo com

padroes.

Figura 26 - Padrdes utilizados na determinacdo dos compostos fendlicos e acidos
organicos.
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N OH
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[7] Acido Caféico - L.
OH HO [8] Acido p-cumatrico

Fonte: Autor desta tese, 2012.

5.11 Anélises Estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os ensaios foram
realizados em triplicata para cada amostra. Resultados expressos como meédias e
desvios padrbes e analizados através do programa estatistico SAEG 9.1 (Sistema
para Analise Estatistica, MG, Brasil). Analise de variancia e teste de média usando
teste de Tukey foi realizado para comparacdo das diversas amostras estudadas.
Correlacbes de Spearman foram utilizadas para determinar se 0sS compostos

bioativos contribuem para a capacidade antioxidante.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Prospeccao Fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada com o objetivo de identificar previamente
as classes de compostos presentes nos extratos. O conhecimento prévio das
classes de componentes quimicos encontrados nos vegetais é necesséario para
fornecer a relacdo dos principios ativos. Sendo detectada a presenca de
determinados grupos quimicos, o estudo fitoquimico e bioldgico é direcionado (L6bo
et al., 2010).

Existem relatos de esterois, terpendides, flavondides, alcaldides e outros
compostos fendlicos apresentando atividade antiacetilcolinesterase (Ji & Zhang,
2008). A classe dos compostos fendlicos possui mais de 8.000 substancias
identificadas divididas em grupos, de acordo com sua estrutura quimica, como
acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas, ligninas e flavonéides. Varios estudos in
vitro demonstraram que os flavondides, incluindo flavonéis, flavonas, isoflavonas,
flavondides e antocianidinas, possuem atividade antioxidante (Ross & Kasum, 2002).

O interesse pela classe de polifendis é devido a sua grande abundéancia na
dieta e ao seu papel na prevencdo de varias doencas associadas ao estresse
oxidativo.

A triagem fitoquimica dos extratos revelou a presenca de fendis e taninos nas
cascas e sementes dos frutos de siriguela e umbu; antocianinas, proantocianidinas e
flavonoides na casca da siriguela; leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas na
casca do fruto jenipapo e sementes de siriguela, umbu e jenipapo; antraguinonas,
antrona e cumarinas nas cascas e sementes dos frutos de siriguela e umbu;
triterpendides e esterdides em todas as amostras;, e saponinas apenas nas
sementes da siriguela. Nas polpas néo foi possivel a identificacdo de nenhuma
classe devido a formacdo de precipitados durante os testes. A mangaba (casca +

polpa) ndo apresentou nenhum resultado na triagem (Tabela 5).



Tabela 5 - Prospeccao fitoquimica dos extratos dos frutos.

Extratos Etanolicos Fenol e Antocianinas, Leucoantocianidinas, Antraquinonas, Flavondis, Triterpendides Saponinas
Taninos proantocianidinas catequinas e antrona e flavanonas e esterdides
e flavondides flavanonas cumarinas e xantonas
Jenipapo Casca - - + + - + -
Semente - - + + - + -
Polpa® - - - - - - -
Siriguela Casca + + - + - + -
Semente + - + + - + +
Polpa® - - - - - - -
Umbu Casca + - - + - + -
Semente + - + + - + -
Polpa® - - - - - - -
Mangaba Casca + - - - - - - -
Polpa

®Nao foi possivel a identificacdo de nenhuma classe devido a formacgédo de precipitados. (+) = Presenca e (-) = Auséncia.
Fonte: Autor desta tese, 2012.

T.
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6.2 Citotoxicidade dos Extratos

Alguns produtos derivados de plantas sdo realmente prejudiciais & saude.
Portanto, estudos de citotoxicidade sdo necessarios e podem indicar o perfil toxico
de extratos de plantas (Oke & Aslim, 2010). Charles et al. (2002) relatam a
importancia de conhecer o nivel de toxicidade dos alimentos devido a presenca de
inUmeras substancias, sendo que as mesmas podem variar em diferentes tipos de
plantas e entre suas variedades.

Os extratos foram avaliados utilizando células epiteliais da cornea de ovelhas,
a fim de avaliar os efeitos citotoxicos dos extratos dos frutos sobre as células
normais, utilizando o método de exclusdo do azul de Tripan. Os extratos etandlicos
das partes dos frutos, em concentracbes de 100 ppm, nao apresentaram

citotoxicidade (Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos dos extratos etandlicos das frutas sobre a viabilidade celular de
células epiteliais da cornea de ovelhas.

Extrato Etandlico (100 ppm) Viabilidade Celular (%)
Jenipapo Casca 98,50 + 0,53
Semente 99,10 + 0,18
Polpa 100,00 £ 0,00
Siriguela Casca 90,40 = 0,39
Semente 92,80 + 0,61
Polpa 99,60 = 0,26
Umbu Casca 98,90 + 0,30
Semente 92,00 £ 0,79
Polpa 98,80 + 0,53
Mangaba Casca + Polpa 97,20 £ 0,53
Controle Negativo: MEM + SFB a 10% 98,00 = 0,25
Controle Positivo: Formaldeido a 1% 16,20 £ 0,68

Nenhum dos extratos levou a reducéo da viabilidade celular abaixo de 90%. A
importancia de realizar esse ensaio esta no fato das partes dos frutos (semente e
casca) nao serem comumente consumidas e nao existirem relatos da citotoxicidade
das polpas analisadas.

A avaliacdo da citotoxicidade em frutos € realizada ao devido seu grande

consumo, principalmente quando séao referidas partes como sementes e cascas.
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Alguns estudos demonstram a importancia dessa avaliacdo, como no extrato
etandlico do fruto de vinha agridoce (Celastrus orbiculatus) (Xu et al., 2008), em
frutas e vegetais (Chiang et al., 2004) e para as cascas de coco (Coco nucifera),
mangostdo (Garcinia mangostana), pitaia vermelha (Hylocereus undulatus), duku
(Lansium domesticum), rambutdo (Nephelium lappaceum), banana (Musa
sapientum), maracuja (Passiflora foetida) e roma (Punica granatum) (Okonogi et al.,
2007).

6.3 Contetdos de acido ascérbico (AA), fendis totais (CFT) e métodos de

avaliacao de capacidade antioxidante

Os conteudos de acido ascorbico dos extratos estdo apresentados na Tabela 7,
onde os maiores valores obtidos foram para a semente da siriguela (3,32 mg.g'l),
casca + polpa da mangaba (1,93 mg.g™) e polpa do umbu (1,74 mg.g™). Segundo a
Coordenacédo Geral da Politica de Alimentacdo e Nutricdo, o teor de vitamina C dos
frutos analisados demonstraram os seguintes valores: 0,45 mg.g™ para siriguela e
0,33 mg.g™* para o jenipapo, umbu e mangaba. Ndo havendo especificacdo se foi
avaliado o fruto intego ou apenas a polpa (Brasil, 2002).

A literatura demonstra uma diversidade de valores; dentre estes tem-se 190
mg.100 g™ e 18,4 mg.100 g* para a mangaba e o umbu, respectivamente (Rufino et
al. 2010). Almeida et al. (2011) também apresentam valores diferentes para siriguela
(29,6 mg.100 g™), mangaba (96,3 mg.100 g™*) e umbu (12,1 mg.100 g*) . Enquanto
Genovese et al. (2008) informam 2,5 mg.100 g™ para o umbu. Narain et al. (1992)
relatam que o teor de &cido ascorbico diminui significativamente durante a
maturacao do fruto de umbu.

Com relacdo ao CFT, as sementes de siriguela e umbu e a casca do jenipapo
apresentaram 0s maiores valores; a semente de jenipapo e casca da seriguela,
valores intermediarios, e as polpas de jenipapo, siriguela e umbu e a casca + polpa
da mangaba , os menores valores (Tabela 7). Avaliando as polpas frescas de H.
speciosa (mangaba), S. purpurea (siriguela) e S. tuberosa (umbu), Almeida et al.
(2011) encontraram valores de 98,8, 55,0 e 44,6 mg de EAG (equivalentes de acido



Tabela 7
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gélico).100 g™, respectivamente. Enquanto Rufino, Alves et al. (2010) relatam o valor
de 169 mg EAG.100 g™ para a polpa fresca de H. speciosa.

Os valores observados na presente tese apresentaram-se abaixo do
encontrado na literatura, porém, o material presente na literatura ndo apresenta a
mesma caracteristica do material trabalhado, pois os estudos citados s6 analizaram
a polpa e ndo as partes separadas e nem na forma de extrato.

Tiburski et al. (2011), investigando o fruto caja (polpa + casca) (Spondia
mombin L.), que pertence a familia Anacardiaceae, demonstraram conteudo fendlico
total de 260,21 mg EAG.100 g™. Os frutos intactos (casca, polpa e sementes) de
Spondia pinnata K., segundo Satpathy et al. (2011), apresentam valores de 210 mg
EAG em 100 mg de extrato para CFT.

Orhan & Aslan (2009), avaliando a atividade antioxidante e anticolinesterasica,
também foco da presente tese, em extratos etanodlicos de salvia (Salvia triloba),
“Felty Germander” (Teucrium polium) e erva cidreira (Melissa officinalis) referem
valores de 10,9 mg EAG.g" de extrato, 107,8 mg EAG.g" de extrato e 68,7 mg
EAG.g™” de extrato, respectivamente. Em relacdo a familia Anarcadiaceae, Moyo et
al. (2010), avaliando folha, casca do caule, casca do caule jovem e opérculo de
Sclerocarya birrea subsp. caffra e Harpephyllum caffrum, obtiveram atividade
anticolinesterasica significativa, com valores de CFT variando de 2,46 a 14,15 mg
EAG.g* de extrato.

Todos os extratos das partes dos frutos de jenipapo, siriguela e umbu, no
presente estudo, apresentaram valores superiores aos obtidos por Orhan & Aslan
(2009) e Moyo et al. (2010). Vale ressaltar que o reagente Folin-Ciocalteu, que é
utilizado para determinar CFT, ndo é especifico para compostos fenélicos, podendo
também ser reduzido por muitos compostos ndo fendlicos, incluindo o acido
ascorbico (Karadag et al., 2009).

Quanto ao CFT, DPPH, ABTS, FRAP e CUPRAC, a Tabela 7 mostra os
resultados obtidos a partir dos extratos etanodlicos das partes dos frutos. Uma
diferenca significativa (p < 0,05) foi verificada entre todos os extratos analisados
sendo, de um modo geral, o melhor desempenho observado no extrato da semente

da siriguela.
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O maior consumo de DPPH (Tabela 7) foi observado nas sementes e cascas

da siriguela e umbu, mantendo a mesma tendéncia observada nas analises de CFT.

O consumo de DPPH® foi estabilizado em cerca de 27 minutos, o que indica o
tempo de acdo dos possiveis antioxidantes presentes nas amostras. Moyo et al.
(2010), em Sclerocarya birrea subsp. caffra e Harpephyllum caffrum encontraram
valores de %CSR, variando de 2,5 a 27,2%.

A ICso DPPH dos extratos mais promissores, aqueles que apresentaram, além
da atividade antioxidante, a atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foram
36,37 pg.mL?, 173,37 pg.mL™* e 1.069,13 pg.mL™?, para as sementes da siriguela e
umbu e polpa do jenipapo, respectivamente. Gacche & Dhole (2011), avaliando o
extrato etandlico de Morinda cintrifolia L., da mesma familia do jenipapo, obtiveram
ICso de 620 pg.mL™, um ICs abaixo do evidenciado para a polpa do jenipapo.

Os valores de ICsp para os extratos das folhas, caule jovem e opérculo de
Sclerocarya birrea subsp. caffra e Harpephyllum caffrum (Anacardiaceae) variaram
de 4,26 a 6,92 pg.mL*, abaixo dos valores encontrados para a siriguela e umbu
(Moyo et al., 2010). Estudo realizado por Gongalves et al. (2010) também faz
referéncia a baixa atividade antioxidante para a polpa do umbu, através dos métodos
DPPH e ORAC.

O método ABTS é baseado na habilidade das moléculas antioxidantes em

capturar o radical livre ABTS®" (Arnao et al., 2001). Utilizando este método, os
maiores valores foram observados nos extratos da casca da siriguela, seguidos pela
semente da siriguela, umbu e jenipapo, permanecendo a mesma tendéncia
observada no % DPPH ja relatada para a semente e casca da siriguela e semente
de umbu (Tabela 7).

Os melhores resultados apresentados pelas sementes sao provavelmente
atribuidos a sua composicdo quimica rica em fendis e a presenca de substancias
necessarias ao processo de germinacao, como descrito por Martins et al. (2010).
Almeida et al. (2011) encontraram valores de 6,25, 1,07 e 10,84 uM de Equivalentes
ao Trolox (ET).g™ de massa fresca de siriguela, umbu e mangaba, respectivamente.
Para manga da China (Spondia pinnata K.), Satpathy et al. (2011) relatam valores
para o método ABTS em TEAC de 0,68 a 0,83 para 100 mg de extrato.
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Entre os métodos antioxidantes baseados na reducdo de metais, 0s métodos
FRAP e o CUPRAC foram empregados. Nestes métodos, os maiores valores foram
observados nos extratos das cascas e sementes da siriguela e umbu, seguindo a
mesma tendéncia relatada nos métodos anteriormente mencionados (Tabela 7).
Satpathy et al. (2011) referem valores, utilizando o método FRAP, de 5,97 a 7,93 mg
ET.100 mg™ de extrato para Spondias pinnata K .

Contreras-Calderon et al. (2010), avaliando a atividade antioxidante e o
conteudo total de fendis de sementes de 12 familias: Sapotaceae, Arecaceae,
Caesalpiniaceae,  Myrtaceae, Pasifloraceae, Rubiaceae, Anacardiaceae,
Cucurbitaceae, Sterculiaceae, Proteaceae, Caricaceae e Icacinaceae, encontraram
valores através do método FRAP (1,40 a 1690 umol ET.g™ por peso fresco), método
ABTS (4,92 a 1700 umol ET.g™ por peso fresco) e CTF (20,4 a 4851 mg de EAG.100
g’ por peso fresco).

Estudo realizado por Okonogi et al. (2007), avaliando a atividade antioxidante
de extratos etandlicos das cascas de coco (Cocos nucifera), rambota (Nephelium
lappaceum), mangostdo (Garcinia mangostana), fruta de dragdo (Hylocereus
undulatus), “long-gong” (Lansium domesticum), banana (Musa sapientum),
maracuja (Passiflora foetida) e roma (Punica granatum), usando os métodos DPPH e
ABTS, encontraram alta atividade antioxidade para roma, rambotd e mangostao.

Khonkarn et al. (2010), investigando a atividade antioxidante de extratos
etandlicos das cascas de coco (Cocos nucifera), rambota (Nephelium lappaceum) e
mangostdo (Garcinia mangostana), relatam excelente atividade antioxidante,
utilizando os métodos ABTS e FRAP. Qader et al. (2011), avaliando a atividade
antioxidante e o conteudo total de fendis, verificaram na maioria das plantas
analisadas que os maiores valores obtidos foram para os extratos etandlicos.

Baseado nos resultados obtidos nos métodos anteriormente descritos, 0s
extratos etandlicos da casca e semente de siriguela apresentaram os melhores

resultados, enquanto as polpas, de forma geral, demonstraram menor atividade.

Correlacédo entre o CFT e os métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante
DPPH, ABTS, FRAP e CUPRAC


http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
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Os dados apresentados na Tabela 8 foram normalizados e analisados por

intermédio da analise de variancia, teste de Tukey e correlacdo de Spearman. Os

resultados dessas analises estdo demonstrados também na Figura 28.

Na Tabela 8 encontram-se os resultados da andalise de correlacdo de

Spearman entre as diversas variaveis. Em geral, verifica-se que houve correlacao

entre todas as varidveis estudadas, destacando-se aquelas que os coeficientes de

correlacdes foram superiores a 0,7000, que apresentaram significancia ao nivel de

1%.

Tabela 8 - Correlacbes de Spearman entre as variaveis CFT e os métodos de
avaliacdo da capacidade antioxidante DPPH, ABTS, FRAP e CUPRAC.

Variavel 1 Variavel 2 Correlacao
CFT ABTS 0,8036**
CFT FRAP 0,4745*
CFT CUPRAC 0,7105**
CFT DPPH 0,5894*
ABTS FRAP 0,7631**
ABTS CUPRAC 0,7234**
ABTS DPPH 0,7430**
FRAP CUPRAC 0,7324**
FRAP DPPH 0,8232**
CUPRAC DPPH 0,8673**

*, ** Significativo a 5 e 1%, respectivamente.

Verifica-se que as amostras de semente e casca de siriguela apresentaram um

desempenho significativo (P<0,05) em relacéo as demais amostras (Figura 27).
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Figura 27 - Analise do desempenho das partes dos frutos entre os métodos de
avaliacao da capacidade antioxidante.
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Estudos sugerem uma forte correlacdo entre os métodos ABTS e CFT (Dykes
et al., 2005; Contreras-Calderdn et al., 2010) e entre FRAP e ABTS (Vasco et al.,
2008; Rufino et al., 2010). Kalt et al. (1999), Thaipong et al. (2006) e Santos et al.
(2008) relatam forte correlagéo entre todos os métodos antioxidantes avaliados. Fato

também observado na presente tese.

6.4 Capacidade Antioxidante de um Sistema de Membranas Biomimeético

(Método sintético)

As Figuras 28a, 28b, 28c e 28d apresentam a protecéo dos extratos das frutas,
na concentracdo de 0,5 mg.mL™, contra a peroxidacéo lipidica em percentual (%),
em funcédo do tempo (tempo total de 30 minutos). O extrato da casca + polpa da
mangaba demonstrou uma protecdo maior que 95%, por 10 minutos. Os extratos da
polpa do jenipapo, casca e semente do umbu mostraram bom desempenho,
apresentando mais de 95% de protecdo da membrana por 15 minutos. Ja o0s
extratos da casca e semente da siriguela apresentaram os melhores resultados,
protegendo a membrana, mais de 95%, por mais de 30 minutos. Estes resultados
foram considerados melhores do que aqueles observados nos controles positivos

(Trolox - 1, 5 e 10 umol.L™*; vitamina C - 100 pmol.L™ e resveratrol — 100 pmol.L™).
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Figura 28 - Protecdo contra a peroxidacao lipidica provenientes dos extratos (0,5 mg
mL™Y) de diferentes partes dos frutos (a) jenipapo, (b) siriguela, (c) umbu e (d)

mangaba.
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Os resultados indicam que os extratos da polpa do jenipapo, casca e semente
da siriguela e casca e semente do umbu possuem compostos com acao sinérgica,
devido possuirem um tempo de protecdo maior do que os controles. Com base no
relato anterior, ndo seria possivel um Unico composto antioxidante presente em cada
extrato avaliado permanecer com a protecdo contra a peroxidacdo lipidica.
Concluséo obtida através da observacdo do comportamento dos controles.

As interacdes de varios compostos podem resultar em uma sinergia, dando

origem a uma atividade antioxidante prolongada. A interacdo biolégica mais eficiente
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parece ser o sinergismo antioxidante entre a vitamina E e a vitamina C. A vitamina C
reduz a vitamina E radicalar para regenera-la, antes que a mesma seja atacada,
induzindo a oxidacéo lipidica (Niki, 2010).

Zaini et al. (2011), investigando a atividade antioxidante in vitro de frutas
Kundur [Benincasa hispida (Thunb.)] verificaram que a semente desta fruta

apresentava maior capacidade inibitéria contra a oxidacao do acido linoléico e maior

acao de captura do radical DPPH*do que as outras partes do fruto (casca e polpa).
Isto pode ser devido ao maior conteudo de fendis totais e a atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) presentes nas sementes, sendo semelhante aos
resultados observados no presente estudo para as sementes da siriguela e umbu.
Pande & Akoh (2010) relatam que as sementes de varios frutos subutilizados contém
um alto conteudo de polifendis, seguido das cascas e polpas.

De acordo com Karadag et al. (2009), a capacidade antioxidante de alimentos e
sistemas biolégicos complexos e heterogéneos pode ser afetada por muitos fatores,
incluindo as propriedades de particionamento dos antioxidantes entre as fases

aguosa e lipidica, as condi¢cdes de oxidacédo e o estado fisico do substrato oxidavel.

6.5 Mensuracao da atividade da enzima catalase

A catalase (EC 1.11.1.6) € uma enzima antioxidante, cujo sitio ativo contém o
grupo heme, e esta enclausurada no peroxissoma, a principal organela responsavel
pela desintoxicacdo celular e pela oxidacdo de 4cidos graxos de cadeia longa, fonte
inesgotavel de perdxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlete. E
encontrada, também, nas mitocéndrias das células do tecido cardiaco (Vasconcelos
et al., 2007).

O ensaio foi realizado utilizando um homogenato hepatico proveniente de
camundongos, no qual ja se tinha conhecimento da atividade enzimética da
catalase. Este ensaio tem como obijetivo verificar a acao do extrato frente a atividade
da enzima definindo, dessa forma, a melhor concentragdo do extrato para a

atividade enzimatica. Os resultados dos extratos estdo expressos na Figura 29.
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Figura 29 - Atividade da enzima catalase frente aos extratos (25, 50 e 100 pL.mL™)
de diferentes partes dos frutos (a) jenipapo, (b) siriguela, (c) umbu e (d) mangaba.
*P< 0,05 vs controle; **P< 0,01 vs controle; **P< 0,001 vs controle.
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Apoés os experimentos (Figura 29) verificou-se, com relacdo aos extratos do
fruto jenipapo (Figura 29a), que a concentracdo de 50 pg.mL™ da casca e semente
apresentou uma atividade da enzima maior que o controle. Porém, as concentracdes
de 25 e 50 pg.mL™ da polpa demonstraram atividade menor que o controle (P<
0,05). Nos extratos da casca mais polpa da mangaba (Figura 29d) e casca e

semente da siriguela (Figura 29b) ndo se observou do controle.
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As concentracbes de 25 e 100 pg.mL™ da polpa da siriguela demonstraram
valores menores que o controle (P< 0,01). No que se refere aos extratos do fruto
umbu (Figura 29c) verificaram-se diferenca do controle para as concentragcdes de 25
e 100 pg.mL™ da casca e 100 pg.mL™ da polpa (P< 0,05), e para 100 pg.mL™ da
semente (P< 0,001), com valores superiores para o controle. De forma geral, a
maioria dos extratos ndo apresentaram diferenca do controle utilizado, o

homogenato hepatico sem os extratos.
6.6 Mensuracao da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

Na avaliacdo da atividade da enzima superdxido dismutase através da inibicao
da Xantina Oxidase (XO), utilizando o mesmo homogenato hepatico descrito
anteriormente, observou-se que dentre 0s extratos das partes do fruto jenipapo
(Figura 30a), a concentracdo de 25 pg.mL™ da polpa apresentou uma atividade
superior a verificada no controle (P<0,001).

No referente aos extratos da siriguela (Figura 30b), o extrato da casca
apresentou as trés concentracdes; 25 e 100 pg.mL™? (P< 0,01) e 50 pg.mL™ (P<
0,05) quando comparadas com o controle. Também foi observada diferenca do
controle na concentracdo de 100 ug.mL™ da semente (P< 0,05). Em todos o0s casos,
o fruto apresentou melhores resultados.

No que diz respeito ao fruto de umbu (Figura 30c), o extrato da casca nas
concentracdes de 50 e 100 pg.mL™* apresentaram valores superiores ao controle (P<
0,05). Também foi observado na semente que as concentragdes de 25 e 100 pg.mL’
! apresentaram valores superiores ao controle (P< 0,01). Para o fruto da mangaba
(Figura 30d), todas as concentracdes apresentaram valores superiores ao observado
no controle (P<0,001).
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Figura 30 - Atividade da enzima superoxido dismutase frente aos extratos (25, 50 e
100 pL.mL™) de diferentes partes dos frutos (a) jenipapo, (b) siriguela, (c) umbu e (d)

mangaba. *P< 0,05 vs controle; **P< 0,01 vs controle; **P< 0,001 vs controle.
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Xantina oxidase (XO) é a enzima responséavel pela transformacdo tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido urico, tendo como consequéncia a
producdo de peréxido de hidrogénio e radical superéxido; por isso, € considerada
uma das principais fontes bioldgicas de espécies reativas de oxigénio. Devido ao
fato relatado anteriormente, é possivel que a inibicdo deste processo enzimético por
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compostos que exibem propriedades antioxidante ou inibitéria da xantina oxidase

possam ter uso terapéutico (Alves et al., 2010).

6.7Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

6.7.1 Ensaio Qualitativo

A inibicdo parcial da atividade da AChE no cérebro demonstra beneficios
terapéuticos. Inibidores da AChE que atravessam a barreira hematoencefalica
elevam os niveis de acetilcolina enddgena e sdo Uteis no tratamento sintomatico da
doenca de Alzheimer (Rosenberry et al., 2008).

A Tabela 9 mostra que os extratos etandlicos da polpa do jenipapo e das
sementes de umbu e siriguela apresentaram atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Os extratos da polpa do jenipapo e semente da siriguela

apresentaram uma zona de inibicdo da AChE semelhante ao controle positivo.

Tabela 9. Atividade de Inibicdo da enzima acetilcolinesterase dos extratos etandlicos
das partes dos frutos: jenipapo, siriguela, umbu e mangaba.

Extrato Etandlico Zona de Extrato Etandlico Zona de
(2 mg mL™) inibicdo da (2 mg mL™) inibicdo da
AChE (cm) AChE (cm)
Jenipapo Casca _ Umbu Casca _
Semente _ Semente 0,5+0,1
Polpa 0,8+0,1 Polpa
Siriguela Casca _ _
Semente 0,9+0,1 Mangaba cascae _
_ polpa
Polpa
Carbacol - 0,01 mol L™ (controle positivo) 1,0£0,1

Metanol e etanol (controle negativo)

N&o existem relatos na literatura sobre essa atividade nos extratos analisados.

Com base nos resultados obtidos, os extratos mais promissores foram o da polpa do
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jenipapo e da semente da siriguela. Porém, existem alguns relatos sobre plantas da
mesma familia, como o descrito por Williams et al. (2011), que fazem referéncia a
ingestdo de café (Coffea arabica L., Rubiaceae), onde se tem associado a um risco
reduzido de deméncia.

De acordo com os dados obtidos observou-se a mesma tendéncia encontrada
nos testes de atividade antioxidante, através dos métodos CFT, DPPH, ABTS, FRAP
e CUPRAC, e a inibicdo da enzima acetilcolinesterase para o0s extratos das
sementes de siriguela e umbu, mas n&o sendo observado na polpa do jenipapo.
Porém, quando o método antioxidante utilizado foi a peroxidacao lipidica, utilizando
uma membrana biomimética mediada por um radical peroxila, obteve-se uma
atividade antioxidante satisfatéria para os extratos das sementes de siriguela e umbu
e polpa do jenipapo.

No que diz respeito as atividades verificadas no extrato da polpa do jenipapo,
pode-se supor que as mesmas nao sao atribuidas aos compostos fendlicos, devido
ao baixo teor encontrado em comparagdo com o0s demais extratos. Testou-se a
atividade anticolinesterase de uma substancia ja identificada no fruto do Jenipapo, a
genipina, porém, ndo se observou nenhuma atividade na concentracéo de 1 mg.mL™
e 2 mg.mL™. Enquanto nos extratos da siriguela e umbu, estes compostos podem
ser diretamente responsaveis por tais atividades, como indicado na triagem
fitoquimica.

Devido a diversidade fitoquimica e as fases aquosa e lipidica em alimentos, &
razoavel sugerir a existéncia de varias substancias que interagem para fins comuns.
Desse modo, uma substancia responsavel pela protecdo das plantas pode atuar
como um antioxidante e também como um inibidor da enzima acetilcolinesterase.

Esta metodologia tem sido utilizada com o objetivo de promover uma triagem
inicial de possiveis inibidores da enzima acetilcolinesterase. Rhee et al. (2001) em
triagem de 15 extratos de Amarillidaceae encontraram possiveis candidatos para o

isolamento de inibidores da enzima acetilcolinesterase.

6.7.2 Ensaio Quantitativo em microplaca
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A restauracao dos niveis de ACh, que sao perdidos progressivamente durante
a evolucdo de algumas doencas neurodegenerativas, retarda a perda da funcao
cognitiva. Estudos relatam que os inibidores de AChE aliviam sintomas
neuropsiquiatricos em pacientes com Alzheimer (Custédio et al., 2012).

A partir do teste qualitativo descrito anteriormente foram selecionados os
extratos etandlicos mais promissores (polpa do jenipapo e semente da siriguela)
para a realizagdo do teste quantitativo. Devido & grande complexidade dos extratos
brutos, fato que poderia dar origem a resultados imprecisos, 0s extratos foram
submetidos a processos de separacao (particdo), dando origem a 5 fracdes (em
hexano, em cloroférmio, em acetato de etila, em butanol e fracdo hidrometandlica).
Posteriormente cada fragdo foi submetida a uma filtragdo em silica, dando origem a
subfracdes (Apéndices 1 e 2).

ApoOs o ensaio inibitério quantitativo, as fracdes e subfracfes que apresentaram
inibicdo e os respectivos percentuais foram da polpa do jenipapo: fragcdo hexanica -
filtracAo metandlica (35,60%), fracdo cloroférmica - filtracdo metandlica (16,99%) e
fracdo cloroformica - filtracdo acetato (11,08%), e da semente da siriguela: fracédo
cloroférmica — filtracdo acetato/metanol (34,39%), fracdo hexanica — filtracdo
cloroformio/metanol (28,69%) e fragdo hexénica — filtracdo hexano/cloroformio
(12,45%).

Vinutha et al. (2007) classificam os extratos em quatro categorias, com relacao
a atividade inibitéria da AChE (%): potente (> 50% de inibi¢cdo), moderada (30 — 50%
de inibicdo), baixa (< 30% de inibicdo) ou nula (< 5% de inibicdo) utilizando a
concentracdo de 100 pg.mL™. Segundo esta classificacdo, dois dos extratos acima
estdo na classificacdo de moderada (polpa do jenipapo: fracdo hexanica - filtracdo
metanolica e semente da siriguela: fracdo cloroférmica — filtracdo acetato/metanol) e
0 restante apresentou baixa inibicdo. A eserina (Fisostigmina), substancia utilizada
como padrdo no ensaio, apresentou uma atividade inibitéria da AChE de 96%.

Extratos metandlicos de Harpephyllum caffrum (casca) e Sclerocarya birrea
(tronco jovem), familia Anarcadiaceae, a mesma dos frutos siriguela e umbu,
apresentaram, na fracdo diclorometano, as seguintes atividades inibitorias: 59,9 e
59,0%, respectivamente. J& a fracdo metanol registrou a maior atividade inibitéria

(73,8%) para o extrato de Sclerocarya birrea (Moyo et al., 2010).
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Vale ressaltar que a atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase pode
ser atribuida a interacdo de uma ou mais substancias e, dessa forma, apos o

fracionamento, essa atividade pode ter sido perdida ou diminuida.
6.1 Analise dos extratos por UPLC / MS

Por meio da realizacdo das andlises por UPLC / MS, foram identificados os
seguintes compostos (Figura 31): quercetina [1], &cidos quinico [2] e citrico [3], e

acido clorogénico [4] (Apéndices 3, 4 e 5).

Figura 31 - Compostos identificados através das analises por UPLC / MS.
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

A quercetina foi predominante na maioria dos extratos analisados: casca do
jenipapo (48,38 + 0,97 pug.g™t), semente do jenipapo (34,73 + 0,69 pg.g™), casca do
umbu (32,65 + 0,65 pg.g*), casca da siriguela (31,44 + 0,63 pg.g™t), polpa do
jenipapo (9,84 + 0,20 ug.g™t) e na polpa da siriguela (3,88 + 0,08 pg.g™).
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Dentre os varios beneficios atribuidos a quercetina, em estudos com modelos
neurais in vivo, foram observados efeitos sobre a neurodegeneracao, focando seus
beneficios sobre as deficiéncias cognitivas, isquemia e lesdo trauméatica (Kelsey et
al., 2010). Alguns estudos referem a utilizacdo da quercetina na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, nos quais foram observados percentuais inibitorios significativos
(Orhan et al., 2007; Khan et al., 2009). A presenca deste composto foi detectada no
extrato da polpa do jenipapo, um dos que exibiram atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase.

Akkol et al. (2012), estudando o extrato etanodlico das folhas de Cistus
laurifolius L., relataram um alto percentual de inibicdo da acetilcolinesterase e o
isolamento de trés flavondides, dentre eles dois derivados da quercetina (3-O-
metilquercetina e 3,7-O-dimetilquercetina).

Avaliando a presenca de acido clorogénico, observou-se na composicao
fitoquimica da semente da siriguela uma quantidade consideravel (356,93 + 7,13
ng.gt). Este acido (3-cafeoil-D-acido quinico; CGA), um éster formado pelos acidos
caféico e quinico, € um dos principais polifendis encontrados em numerosas
espécies de plantas (Kono et al., 2007). O CGA possui dois grupos hidroxila vicinal
em um residuo aromatico e, in vitro, apresenta efeitos cardioprotetores, atividade
antimutagénica, anticarcinogénica, inibitéria contra a lipoperoxidacdo e antioxidante,
que sdo responsaveis pela captura das espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(Niggeweg et al., 2004; Kwon et al., 2010; Mullen et al., 2011; Sato et al., 2011).

Kwon et al. (2010) relatam, in vivo, a atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase exercida pelo acido clorogénico no hipocampo e no cortex frontal.
O acido clorogénico também diminuiu os niveis de malonildialdeido no hipocampo e
no cortex frontal. In vitro foi verificada a atividade inibitéria da acetilcolinesterase
(ICso = 98,17 pg.mL™?) e para a atividade sequestradora de radicais (ICso = 3,09
ng.mL™), dependente da dose.

Na analise referente aos acidos organicos, foram identificados o acido citrico:
na casca do umbu (3,78 + 0,07 pg.g™), semente do umbu (3,11 + 0,06 pg.g™), polpa
do umbu (2,12 + 0,04 ug.g™'), semente da siriguela (1,50 + 0,03 pg.g™), casca da
siriguela (0,88 + 0,01 pg.g™), polpa da siriguela (0,52 + 0,01 ug.g™') e polpa do
jenipapo (0,43 + 0,00 pg.g™t), e o &cido quinico: casca do jenipapo (43,28 + 0,86
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ug.g™h) e polpa do umbu (41,88 + 0,84 pg.g™). Os acidos organicos sdo metabdlitos
primarios que podem ser encontrados em grande quantidade em todas as plantas,
especialmente em frutas (Silva et al., 2011). O &cido citrico € um acido organico
importante para o crescimento da planta e estéd relacionado com a tolerancia ao
estresse de metais pesados (Sun & Hong, 2011).

Além dos compostos acima mencionados, Costa et al. (2010) relatam valores
de 216 e 233 mg.100 g™ para o contetido total de fitoesterol da polpa e semente do
fruto jenipapo, respectivamente. Também observaram a presenca de fitosterdis
como campesterol, estigmasterol, B-sitosterol + sitostanol, A°-Avenasterol + A’-

estigmasterol e A’-Avenasterol.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos:

- Nenhum dos extratos analizados apresentou citotoxicidade na concentracao

testada,

- Os extratos da casca e semente da siriguela e semente do umbu demonstraram

propriedades antioxidantes significativas, na maioria dos testes;

- A presenca do acido clorogénico encontrado no extrato da semente da siriguela

pode, em parte, explicar o melhor desempenho na maioria dos testes antioxidantes;

- A presenca do acido clorogénico, pode justificar a atividade inibitoria contra a

enzima acetilcolinesterase verificada no extrato da semente de siriguela;
Considerando as propriedades significativas encontradas nesta tese, recomenda-

se gue a polpa de jenipapo e sementes de siriguela e umbu sejam utilizados na

preparacdo de alimentos e que o seu consumo também seja estimulado, bem como

nas industrias farmacéutica e de cosmeéticos para o desenvolvimento de diferentes

produtos com a acéo de reduzir e/ou prevenir a formacao de espécies reativas.
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APENDICE 1

Fluxograma 1 - Separacao do extrato bruto etandlico da polpa do jenipapo.

Jenipapo Polpa
(367.25 g)

MetanolHz0 (2:3)
Hexano

n - Hexano
(4,96 g)

Filtracio em silica

5 fractes

Fracdo Hidrometanolica

Clorofarmio

Fracdo Hidrometandlica

Acetato de etila

Fragdo em Acetato de etila
(22,10 g)

Filtracio em silica

5 fracfes

Fragdo Cloroformica
(320,40 g)

Fragdo Hidrometandlica

Butanaol

Filtracio em silica

5 fracfes

Fragdo Butanolica
(11,28 g)

Fragdo Hidrometanclica
(7.67 g)
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APENDICE

2

Fluxograma 2 - Separacao do extrato bruto etandlico da semente da siriguela.

Siriguela Semente
(236,90 g)

- MetanolHzO (2:3)
- Hexano

n - Hexano
(34.30 g)

Filtracio em silica

5 fracGes

Fracdo Hidrometandlica

- Clorofarmio

Fracdo Hidrometandlica

- Acetato de etila

Fracdo em Acetato de etila
(17.85 g)

Fracdo Cloroférmica
(32,20 g

Fracdo Hidrometandlica

Butanol

Filtracio em silica

5 fracOes

Fracdo Butandlica
(65,10 g)

Fracdo Hidrometandlica
(69,25 g)
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Fluxograma 2. Separacao do extrato bruto etandlico da semente da siriguela.
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APENDICE 3

PADROES

e Acido Quinico (Massa molecular: 192,17; tempo de retenc&o: 0,66

minutos).
Figura 32. Cromatograma do padr&o de Acido quinico
ac quin 50 ug 2: Scan ES-
065 TIC
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0.68 3.84e8

02403 4

O
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‘1, //O H
H O\\\\\\\
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Acido Quinico

Fonte: Autor desta tese, 2012.



122

APENDICE 4

Figura 40. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da casca do Jenipapo.

JC1 2: Scan ES-
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100, 23268
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Figura 41. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da semente do Jenipapo
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Figura 42. Cromatograma da amostra do extrato etanélicos da polpa do Jenipapo
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Figura 43. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da casca do Umbu.
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Figura 44. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da semente do Umbu.
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Figura 45. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da polpa do Umbu.
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Figura 46. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da casca + polpa da
Mangaba.
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Figura 47. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da casca da Siriguela.
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Fonte: Autor desta tese, 2012.

Figura 48. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da semente da Siriguela.
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Figura 49. Cromatograma da amostra do extrato etandlicos da polpa da Siriguela.
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e Acido p-cumarico (Massa molecular: 164,16; tempo de retenc&o: 2,88 minutos).

Figura 33. Cromatograma do padréo de Acido p-cumarico.
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e Acido Citrico (Massa molecular: 192,12; tempo de retenc¢éo: 0,74 — 0,91
minutos).

Figura 34. Cromatograma do padr&o de Acido Citrico.
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e Acido Caféico (Massa molecular: 180,16; tempo de retencgéo: 2,42 minutos).

Figura 35. Cromatograma do padréo de Acido Caféico.
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e Catequina (Massa molecular: 290,27; tempo de retencao: 2,11 — 2,18 minutos).

Figura 36. Cromatograma do padrao de Catequina.
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e Epicatequina (Massa molecular: 290,27; tempo de retencéo: 2,42 minutos).

Figura 37. Cromatograma do padrao de Epicatequina.
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e Quercetina (Massa molecular: 302,24; tempo de retengao: 3,93 minutos).

Figura 38. Cromatograma do padrédo de Quercetina.
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e Acido Clorogénico (Massa molecular: 354,31; tempo de retencdo: 2.14
minutos).

Figura 39. Cromatograma do padr&o de Acido Clorogénico.

Acido Clorogenico 50 ug 2 Scan ES-
: 213 TIC
100 1698

2.09

0.29 069

122

0 I I I I I I T I I I e Time
10 20 30 40 50 80 70 80 0
o
= OH
o
Ho_ /°
OH
or=T oH
OH

Acido Clorogénico
Fonte: Autor desta tese, 2012.



126

APENDICE 5

Figura 50. Espectro de massa do Acido quinico, método de ionizac&o: eletrospray,

modo negativo.
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Figura 51. Espectro de massa do Acido Citrico, método de ionizac&o: eletrospray,

modo negativo.
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Figura 52. Espectro de massa do Quercetina, método de ionizacdo: eletrospray,

modo negativo.
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Figura 53. Espectro de massa do Acido Clorogénico, método de ionizaco:

eletrospray, modo negativo.
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Abstract

Ethanol extracts of powdered genipap (Genipa americana L.), umbu (Spondia
tuberosa A.) and siriguela (Spondia purpurea L.) prepared from separate pulp, seeds
and peel were investigated for their (i) antioxidant capacity, which was evaluated by
various known methods, (ii) acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity, and (iii)
cytotoxic effect on corneal epithelial cells of sheep. The extracts were also
phytochemically screened. Genipap pulp and siriguela seed ethanol extracts
presented an AChE inhibition zone similar to that of the positive control, carbachol.
The highest values of total phenolic content were obtained with peel and seed
extracts. Siriguela and umbu (seeds and peels) extracts displayed the highest
antioxidant activities. Lipid peroxidation assays indicated that genipap pulp is a
promising antioxidant. The investigation of phenols and organic acid contents
revealed the presence of quercetin, citric and quinic acids and chlorogenic acid
derivatives in several extracts, with the highest amount found in siriguela seeds.
These data suggest that these extracts are potentially important antioxidant

supplements for the food, pharmaceutical and cosmetic industries.

Keywords: total phenolic content, free radical scavenging activity, antioxidant,

BODIPY, acetylcholinesterase inhibition, tropical fruits.
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Abbreviations Used

DPPH, a,a-diphenyl-p-picrylhydrazyl radical;

ABTS, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) radical,

AAPH, 2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride;

TPTZ, 2,4,6-tripyridyl-s-triazine;

C1:-BODIPY®#Y%9! 4 4’_difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)-4-bora-3a,4a-

diaza—S-indacene-3-undecanoic acid,

DTNB, 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid);

AChE, Acetylcholinesterase;

ATCI, Acetylthiocholine iodide;

AD, Alzheimer’s disease;

BSA, Bovine serum albumin;

CUPRAC, Copper reducing antioxidant capacity;

MEM, Eagle’s minimum essential medium;

EDTA, Ethylenediamine tetraacetic acid;

FRAP, Ferric reducing antioxidant power;

FCS, Fetal calf serum;

FC, Folin-Ciocalteau;

GA, Gallic acid;

RSA-DPPH*, Radical scavenging activity of o,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl

radical;

SD, Standard deviation;

TLC, Thin layer chromatography;

TPC, Total phenolic content.
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1. Introduction
Various phytochemicals found in vegetables, fruits, and medicinal plants have
received increasing attention for their potential role in the prevention and treatment of
human diseases (Youdim & Joseph, 2001; Oliveira, Valentim, Goulart, Silva,
Bechara, & Trevisan, 2009). They have long been associated with good health due to
the presence of polyphenols, carotenoids, tocopherols, tocotrienols, ascorbic acid
and several thiols (Oliveira, Valentim, Goulart, Silva, Bechara, & Trevisan, 2009). The
health benefits could be attributed to their antioxidant capabilities. Antioxidants can
protect biological systems against the potentially harmful effects of processes or
reactions that can cause excessive oxidation (Arnao, Cano & Acosta, 2001). They
also function as inducers of cell signals, leading to changes in gene expression,
which result in the activation of enzymes that eliminate ROS and/or toxins, including
those involved in initial cancer events, through redox regulation of thiols, and their
influence on digestive and metabolizing enzymes, among other factors (Nzaramba,
Reddivari, Bamberg & Miller, 2009; Finley, Kong, Hintze, Jeffery, Ji & Lei, 2011).
Once the balance between the production of reactive oxygen species and the
defense systems is disrupted, oxidative stress sets in, promoting many diseases
such as cancer, arteriosclerosis and other cardiovascular disorders, diabetes,
accelerated aging (Valko, Leibfritz, Moncol, Cronin, Mazur & Telser, 2007) and
Alzheimer’s disease (AD) (Ingkaninan, Temkitthawon, Chuenchom, Yuyaem &
Thongnoi, 2003). However, the traditional message that oxidative stress, which
involves the production of reactive oxygen species (ROS), is the basis for chronic
diseases and aging is being reexamined. Accumulating evidence suggests that ROS

exert essential metabolic functions and that removal of too many ROS can upset cell
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signaling pathways and actually increase the risk of chronic disease (Finley, Kong,
Hintze,Jeffery Ji & and Lei, 2011).

Among the diseases, AD, a progressive degenerative neurological disorder
characterized by impairment of memory and behavior, is specially relevant,
concerning phytotherapy. One of the most promising approaches for treating this
disease is to enhance the acetylcholine level in the brain using acetylcholinesterase
(AChE) inhibitors (Ingkaninan, Temkitthawon, Chuenchom, Yuyaem & Thongnoi,
2003). An alternative therapy used is to minimize oxidative imbalance through the
use of antioxidants, since AD is known to result from oxidative damage to the central
nervous system (Barnham, Masters & Bush, 2004; Zaini, Anwar, Hamid & Saari,
2011). Actually most promising drugs for symptomatic treatment of AD are
acetylcholinesterase inhibitors. Natural products with AChE inhibitory activity have
been recognized as new multipotent drugs for AD treatment (Uriarte-Pueyo & Calvo,
2011; Williams, Sorribas & Howes, 2011; Matthew Joyner, P & Cichewicz, 2011).

Different methodologies have been employed to evaluate the in vitro
antioxidant capacity and the results obtained depend on the method used (Huang,
Ou & Prior, 2005). The antioxidant ability of natural and synthetic compounds, alone
or in mixtures, can be evaluated using several methods, including peroxyl and
hydroxyl radical-scavenging capacity, metal-reducing capacity, organic radical-
scavenging capacity and analysis of lipid peroxidation products (Rufino, Alves, Brito,
Pérez-Jiménez, Saura-Calixto & Mancini-Filho, 2010). It is recommended that at least
two (or even all) of these assays be combined to provide a reliable picture of the total
antioxidant capacity (Contreras-Calderon, Calderon-Jaimes, Guerra-Hernandez &

Garcia-Villanova, 2010).


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=35231518400&eid=2-s2.0-78650450609
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According to Clerici & Carvalho-Silva (2011) on data reported by FAO (Food
and Agriculture Organization) in 2010, worldwide production of the major tropical
fruits is expected to reach 62,000,000 t by 2010, an increase of 15,000,000 t from
1998 to 2000. Developing countries will continue to account for 98% of global
production.

Brazil has a plethora of tropical fruits with distinctive exotic flavors. In the
Northeast of Brazil there are many areas where the climate and soil are especially
favorable for the production of tropical fruits. Fruit production and processing
represent important economical activities not only due to relevant regional
commercialization but also to growing national and international markets (Tiburski,
Rosenthal, Deliza, Godoy & Pacheco, 2011). Genipa americana L. (Rubiaceae)
(genipap), which is edible and a popular source of beverages (Ono et al., 2007), is
widely distributed in tropical Central and South America. Spondia purpurea L.
(Anacardiaceae) (siriguela), originally from Central America, is distributed from
Mexico through Northern Peru and Brazil, and is endemic to semi-arid regions
(Teixeira et al, 2007). The fruit is small and reddish fruits have an aromatic pulp of
bittersweet taste (Augusto et al, 2000). Spondia tuberosa A. (Anacardiaceae) (umbu)
is a species distributed in Brazil's semi-arid tropical regions. Umbu is a source of
vitamins and minerals and has a tannin content of 126.27 mg/100 g. This high tannin
content and the presence of natural antioxidants give umbu its functional appeal
(Narain, Bora, Holschuh, & Vasconcelos, 1992). Its fruit, which has a distinctive
aroma, is suitable for raw consumption and for the processing industry (Santos,
1999). To the best of our knowledge, few studies (Rufino, Fernandes, Alves & Brito,
2009; Rufino, Alves, Brito, Pérez-Jiménez, Saura-Calixto & Mancini-Filho, 2010)

have focused on the antioxidant potential of these fruits.
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The purpose of this study was to evaluate the anti-acetylcholinesterase and
antioxidant activities of peel, pulp and seed ethanol extracts of three exotic and
commercially important Brazilian fruits: genipap, siriguela, and umbu. To this end, the
acetylcholinesterase inhibition of the extracts was analyzed, their total phenolic
content was determined, and antioxidant tests were performed to determine the
radical scavenging activities of a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl radical (DPPH) and 2,2’-
azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS), based on ferric
reducing antioxidant power (FRAP) and copper reducing antioxidant capacity
(CUPRAC) assays, and on measurements of the antioxidant capacity of biomimetic
liposomes by the C11-BODIPY®®*°! method. The preliminary investigation of phenols
and organic acid contents was also performed. The properties of these fruit extracts
can be attributed to their content of phytochemicals reportedly beneficial to human

health.

2. Materials and methods
2.1. Standards and reagents

Folin-Ciocalteau reagent, soy phosphatidylcholine, vitamin C, resveratrol,
ethanol, methanol, DPPH" («,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl radical), ABTS (2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), potassium persulfate,
AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride), TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine), tris(hydroxymethyl)aminomethane, copper chloride IlI, neocuproine,
ammonium acetate, bovine serum albumin (BSA), NaCl, MgCl,.6H,0,
acetylcholinesterase (AChE) from Electrophorus electricus (electric eel) — Type VI-S,
acetylthiocholine iodide (ATCI), 5,5’ -dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), carbachol,

Eagle’s minimum essential medium (MEM), fetal calf serum (FCS), streptomycin,
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penicillin, amphotericin B, trypsin, EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), and
trypan blue were purchased from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). Methanol,
ethanol, hydrochloric acid, sodium carbonate and gallic acid (GA) were supplied by
Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brazil); DC-Aluminofolien, Silica gel 60
Fas4, 0.2-mm thickness, and Trolox® were supplied by Merck (Duisseldorf, Germany),
and the fluorescent fatty acid analogue 4,4’-difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)-4-
bora-3a,4a-diaza—S-indacene-3-undecanoic acid (C11-BODIPY®®¥**Y) was purchased
from Molecular Probes (Ontario, Canada). All the reagents were of analytical grade

and the stock solutions and buffers were prepared with Milli-Q purified water.

2.2. Fruit sampling

Genipap (Genipa americana L., Rubiaceae), siriguela (Spondia purpurea L.,
Anacardiaceae) and umbu (Spondia tuberosa, Anacardiaceae) fruits, intact and in a
suitable state of ripeness for harvesting, were purchased at the municipal market of
Maceid, Alagoas, in the morning, during the months of March and April, 2008. These
fruits came from small noncommercial farms in the state of Alagoas. Although the
fruit were not labeled as organically grown products, they were cultivated without
agrochemicals. The fruits were stored at room temperature for about two days post-
harvest. Immediately after they were purchased, the samples were washed with tap
water and the parts to be analyzed were separated and dried for subsequent ethanol
extraction. Siriguela and umbu seeds were dried in an air-circulating oven, at 40 °C

for 24 h.

2.3. Sample preparation and extraction
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The crude extracts were prepared from the peels, pulp and seeds of the fruits.

Table 1 lists the weight of fruit parts used to prepare the extracts (column 2). Each
part was oven-dried at 35 °C, crushed and then extracted three times with 95 %
ethanol. The solvents were eliminated in a rotary evaporator (Buchi rotavapor R-114)
at 40 °C and the residues were dried and stored at 27 °C, wrapped in aluminum foil,
to avoid incidence of light. Table 1 lists the extraction yields (column 3), obtained

after evaporation of the solvent (ethanol).

Table 1 — Initial dry weight (g) and extraction yields (%) from samples

Samples Initial dry Extraction

weight () yield (%)
Genipap peel 259.9 36.3
Genipap pulp 50.0 45.4
Genipap seeds 451.1 25.3
Siriguela peel 149.8 59
Siriguela pulp 50.0 32.3
Siriguela seeds 285.7 1.4
Umbu peel 88.5 11.3
Umbu pulp 50.0 17.5
Umbu seeds 149.0 5.6

2.4. Phytochemical screening of extracts
The presence of anthocyanidins, anthocyanins, anthraquinones, anthrone,
catechins, coumarins, flavonols, flavonoids, flavanones, leucoanthocyanidins,

phenols, proanthocyanidins, saponins, steroids, triterpenoids, tannins and xanthones
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in the extracts was verified, qualitatively, according to the method described by

Souza, Oliveira, Rabello, Cunha, Costa & Leite (2003).

2.5. Thin layer chromatography (TLC) bioassay for the detection of AChE inhibition
Inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) was evaluated by TLC
following the methodology described by Ellman, which was later adapted by Rhee,
Meent, Ingkaninan & Verpoorte (2001). The peel, pulp and seed extracts were
dissolved individually in ethanol. Each sample was diluted to a concentration of 2 mg
mL™ and placed on an alumina chromatography plate of (1.5 - 2.5 pL). The plate was
then sprayed with DTNB [5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)]/ATCI [acetylthiocholine
iodide] reagent [1 mmol L™ DTNB (Ellman’s reagent) and 1 mmol L™ ATCI in Tris-HCI
buffer, pH 8.0] until the silica was saturated with the solvent. The TLC plates were
allowed to dry for 3 min, after which they were sprayed with 3 U mL™ of AChE
enzyme solution. After 10 min, a yellow background with white spots revealing
compounds with enzyme inhibitory activity became visible. Carbachol (0.01 mol L™)

was used as a positive control and ethanol and methanol as negative controls.

2.6. Cytotoxicity assay

The possible cytotoxic effect of the tested plant extracts was examined using sheep
corneal epithelial cells. The cells were cultured in MEM supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS), 0.10 mg mL™ of streptomycin, 100 Ul of penicillin G and 0.25 ug
of amphotericin B in an incubator with 5 % CO, at 37 °C. The cells were harvested
using trypsin 0.05 % and 0.02 % EDTA solution. The cells were seeded in 96-well
plates (1x10* cells per well) and incubated for 24 h with 5 % CO, at 37 °C. The

culture medium was then substituted for 200 mL of fresh medium (control) or medium
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containing a concentration of 100 pg mL™ of the extracts. After 48 h, the cells were
dispersed and evaluated by the Trypan Blue Exclusion assay (Weisenthal, Marsden,

Dill & Macaluso, 1983). All the tests were performed in triplicate.

2.7. Determination of total phenolic content

The total phenolic content (TPC) of the ethanol extracts obtained from the
powdered fruits was determined using Folin-Ciocalteau (FC) reagent, as described
by Cicco, Lanorte, Paraggio, Viggiano & Lattanzio (2009), with the following
modifications. Solutions of dried extracts in methanol were prepared at a
concentration of 50 pg mL™. Aliquots (120 pL) of these solutions were placed in test
tubes and 180 pL of water was added to obtain 4 % methanol in the final solution.
Then, 300 uL of FC reagent was added to each tube. After 2 min, 2.4 mL of a 5 %
(w/v) sodium carbonate solution was added. The mixture was shaken and heated at
40 °C in a water bath for 20 min. The tubes were then cooled rapidly and the
developed color was read at 767 nm in a MutiSpec—1501 UV-Vis spectrophotometer
(Shimadzu, Japan). The concentration of phenolic compounds was estimated using a
calibration curve traced with gallic acid (GA) in methanol (0.10 x 10 — 17.5 10 mol
L) as a polyphenol reference (n = 3). The results are expressed as mg of GA
equivalents/g extract (mg GAE g'). The same procedure was performed using 120 pL

of methanol as a negative control.

2.8. Radical scavenging activity of a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl radical (RSA-
DPPH*)

The antioxidant capacity of fruit samples and, for purposes of comparison, the

antioxidant activity of Trolox were measured as their radical scavenging ability (RSA),
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using the DPPH*method (Sanchez-Moreno, Larrauri, & Saura-Calixto, 1999). Thus,

0.30 mL of powder extract solution (50 pg mL™) was mixed with 2.7 mL of DPPH"
radical solution (40 ug mL™ in methanol) in a 3 mL quartz cuvette. The mixture was
homogenized and stored in the dark prior to analysis. The DPPH*® absorption values
at 516 nm were recorded at 5 min intervals for 50 min.

The percentage of DPPH radical-scavenging activity (RSA% - DPPH*) of each
extract was calculated as follows:

% RSA = (1-Ac/Ap) x 100,
where Ac is the absorbance of the solution when extract was added at a particular
concentration in 30 min, and Ap is the absorbance of the DPPH" solution. All the
determinations were performed in triplicate.

The ICs (half maximal inhibitory concentration) was calculated graphically
using a calibration curve in the linear range by plotting the extract concentration vs.
the corresponding scavenging effect. The ICsy or 1% (percentage of inhibition) was
calculated according to Scherer & Godoy (2009), using the following equation:

1% = [(Absg — Abs;)/Absg] x 100,
where Abs, is the absorbance of the control and Abs; the absorbance in the

presence of the test compound.

2.9. ABTS assay

The method described by Arnao, Cano & Acosta (2001) was used with minor
modifications as follows. Stock solutions (50 mL) were prepared, one containing 7
mmol L ABTS** and the other 140 mmol L™ potassium persulfate. The reagent was
then prepared by mixing the two stock solutions in equal volumes and allowing them

to react for 16 h at room temperature in the dark. The final solution was then diluted
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by mixing 5 mL of freshly prepared ABTS'" solution (7 mmol L) with 90 pL
methanol to obtain an absorbance of 0.70 + 0.50 at 734 nm. Extract solutions were
prepared in methanol at a concentration of 50 pg mL™. Fruit extracts (aliquot of 30
uL) were allowed to react with 3.0 mL of the ABTS*" solution for 6 min in the dark.
The absorbance was then measured at 734 nm. The standard curve was linear
between 100 and 2,000 umol L™ of Trolox®. The results are expressed in mmol

Trolox® equivalent (TE) / g fresh mass.

2.10. FRAP assay

The assay was performed according to the method described by Rufino et al.
(2006), which is based on the reduction of a ferric tripyridyltriazine complex to its dark
blue ferrous form, in the absence and presence of antioxidants. Briefly, the FRAP
reagent is prepared by mixing 2.5 mL of a solution of 10 mmol L™ TPTZ in 40 mmoL
L™ HCI, and adding 2.5 mL of 20 mmol L™ FeCl; and 25 mL of 0.30 mol L™ acetate
buffer (pH=3.6), after which the reagent is heated to 37 °C.

Sample aliquots (90 uL) were mixed with 270 uL of distilled water and 2.7 mL
of FRAP reagent and incubated at 37 °C for 30 min. The absorbance of the reaction
mixture was measured at 595 nm and a calibration curve was prepared with Trolox®
(5-1,000 pmol L. The results are expressed as TEACkgrap, i.€., Trolox Equivalent
Antioxidant Capacities calculated with respect to the original FRAP in mmol of Trolox

-1

g-.

2.11. CUPRAC (Copper Reducing Antioxidant Capacity)
These assays are based on the reduction of Cu(ll) to Cu(l) by the combined

action of all the antioxidants (reducing agents) in a sample. One mL each of CuCl, (1
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x 102 mol L), neocuproine (7.5 x 10 mol L™) and NH4Ac buffer solutions (1.0 mol
L™, pH = 7.0) were placed in a test tube. Then, 0.5 mL of the extract solution and 0.6
mL of H,O were added to the initial mixture to reach a final volume of 4.1 mL. The
tubes were stoppered, and after 1 h, the absorbance at 450 nm was recorded against
a blank reagent. The extract solutions were prepared in methanol at a concentration
of 50 pg mL™. The calibration curve was prepared with Trolox (5-600 pmol L) (Apak,
Guclu, Ozyurek & Karademir, 2004). The results are expressed as the total

antioxidant capacity in mmol Trolox g™ of extract, which was calculated as follows:

AV, rV,
Total Antioxidant Capacity (in mmol Trolox/g) = ———— /1000

Trolox Vs
where A is the absorbance; €roi0x IS the molar absorptivity of Trolox; V; is the final
volume (after the addition of reagents); Vs is the volume of sample taken for analysis
from the diluted extract; r is the time prior to analysis; V; is the volume used to
prepare the initial solution (diluted extract); and m is the weight in grams used in the

preparation of the initial solution (diluted extract).

2.12. Antioxidant capacity in a biomimetic membrane system

Preparation of unilamellar vesicles

Unilamellar vesicles of soy phosphatidylcholine (1 mM) were prepared by
extrusion in 10 mL of phosphate buffer (50 mmol L™, pH 7.4), as previously described
(MacDonald, MacDonald, Menco, Takeshita, Subbarao, & Hu, 1991), with the
additional incorporation of 107 mol L™ of the peroxyl-sensitive fluorescent probe Cis-
BODIPY®Y! (Drummen, Gadella, Post, & Brouwers, 2002). The multilamellar
dispersion obtained in this step was transferred to a membrane extrusion system with

100 nm pore diameter operating at 25 °C. The multilamellar dispersion was put
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through the extruder 15 times to produce BODIPY-labeled unilamellar vesicles with

an average diameter of 120 nm.

Lipid peroxidation measurements

Fluorescence measurements were carried out at 37 °C in a Spex Fluorolog
1681® fluorometer by mixing, in a 1 mL-quartz cuvette, 800 pL of unilamellar vesicle
suspension, 50 pL of 50 mmol L™ phosphate buffer pH 7.4, and 50 pL of sample (0.5
mg mL™ dried extract solution) or Trolox (1, 5 and 10 pmol L™), vitamin C and
resveratrol (100 pmol L) as positive controls. The solvents (methanol and buffer)
were used as negative controls. The reaction was initiated with the addition of 100 pL
of AAPH (100 mM). The fluorescence decay (Aexc = 580 nm, Ae;y = 600 NmM) was

monitored continuously for 30 min.

2.13. UPLC-MS analysis of phenolic compounds and some organic acids

In order to characterize the plant material, UPLC-MS profiles of the extracts were
obtained. Chromatographic separation (3 pL injection) was performed in an Acquity
UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) using a UPLC BEH column (2.1 x 50 mm,
1.7 um particle size) at a temperature of 30°C. A gradient of (A) milli-Q purified water
with 0.1% formic acid and (B) acetonitrile (Tedia, Brazil) was used, starting with 5% B
and ramping up to 100% B at 9 min, holding for 9.50 min, and then returning to the
initial conditions. Detection in the negative ion mode was performed in an Acquity
TQD mass spectrometer (Micromass Waters, Milford, MA, USA) operating in the
following conditions: capillary - 3000 V, Cone - 30 V, source temperature 150°C; in
the range of 110 to 1000 m/z. Compounds were identified and quantified in

comparison to standards.
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2.14. Statistical analysis

The experimental design was completely randomized with 9 treatments and 3
replicates. The data were analysed using analysis of variance (ANOVA), followed by
a Tukey test to detect significant differences between treatments. The results were
expressed as mean + SD (standard deviation). Statistical analysis was performed

using SAEG 9.1 (System for Statistical Analysis, MG, Brazil).

3. Results and discussion
3.1. Phytochemical screening and UPLC/MS analyses of extracts

Phytochemical screening was performed to identify the classes of compounds
in the extracts before using them. Sterols, terpenoids, oils, flavonoids, alkaloids and
other phenolic compounds have been shown to possess anti-acetylcholinesterase
and antioxidant activities (Ji & Zhang, 2008, Ross & Kasum, 2002).

The interest in polyphenols is due to their great abundance in our diet, and
their probable role in the prevention of various diseases associated with oxidative
stress. The present phytochemical screening revealed the presence of phenols and
tannins in siriguela and umbu (peel and seeds); anthocyanins, proanthocyanidins
and flavonoids in siriguela peel; leucoanthocyanidins, catechins and flavanones in
genipap peel and in genipap, siriguela and umbu seeds; anthraquinones, anthrone
and coumarins in genipap, siriguela and umbu (peel and seeds); triterpenoids and
steroids in all the samples; and saponins in siriguela seeds. The pulps were not

analyzed due to the formation of precipitates during the tests (Table 2).

Table 2 — Phytochemical screening of extracts of parts of the fruits
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Ethanol Phenols Anthocyanins, Leucoanthocyanidin ~ Anthraquinones, Flavonols, Triterpenoids,  Saponins
Extracts and proanthocyanidin s, catechins and anthrones and flavanones and sterols

tannins s and flavonoids flavanones coumarins xanthones
Genipap peel - - + + - +
Genipap seed - - + + - +
Genipap pulp 2 2 2 2 2 2 2
Siriguela peel + + - + - +
Siriguela seed + - + + - + +
Siriguela pulp a & a 2 a a a
Umbu peel + + +
Umbu seed + - + + _ +
Umbu pulp -2 -2 2 2 2 2 2

# Could not be performed due to the formation of precipitates.

Albeit not comprehensive in terms of total phytochemical content, UPLC/MS
analyses revealed that quercetin predominated in most of the analyzed extracts:
genipap peel (48.38 + 0.97 pg g™); genipap seeds (34.73 + 0.69 pg g™); umbu peel
(32.65 + 0.65 pug g™); siriguela peel (31.44 + 0.63 ug g™); genipap pulp (9.84 + 0.20
ng g*) and siriguela pulp (3.88 + 0.08 pg g™). The phytochemical composition of
siriguela seeds contained a noticeable amount of chlorogenic acid (3-caffeoyl-D-
quinic acid; CGA) (356.93 + 7.13 pg g™). This acid (3-caffeoyl-D-quinic acid; CGA),
an ester formed between caffeic and quinic acids, is one of major polyphenol
compounds found in numerous plant species (Kono et al., 2007). It has two vicinal
hydroxyl groups on an aromatic residue and, in vitro, exhibits antimutagenic,
carcinogenic and antioxidant activities which are responsible for scavenging reactive
oxygen species (ROS) (Sato et al., 2011). When our study focused on analyzing
organic acids, we found citric acid (umbu peel — 3.78 + 0.07 pug g*; umbu seeds —
3.11 + 0.06 pug g*; umbu pulp — 2.12 + 0.04 pg g*; siriguela seeds — 1.50 + 0.03 pg
g siriguela peel — 0.88 + 0.01 ug g*; siriguela pulp — 0.52 + 0.01 pg g* and genipap

pulp — 0.43 + 0.00 pg g™) and quinic acid (genipap peel - 43.28 + 0.86 pg g and
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umbu pulp — 41.88 + 0.84 pg g'). Organic acids are primary metabolites that can be
found in large amounts in all plants, especially in fruits (Silva et al., 2011). Citric acid
is an important organic acid for plant growth and is related with heavy metal stress
tolerance (Sun & Hong, 2011).

Apart from the above mentioned compounds, Costa, Ballus, Texeira-Filho &
Godoy (2010) have reported total phytosterol content of genipap pulp and seeds of
216 and 233 mg 100 g™, respectively. They observed the presence of phytosterols
such as campesterol, stigmasterol, B-sitosterol + sitostanol, A5-avenasterol + A7-

stigmasterol and A7-avenasterol.

3.2 Thin layer chromatography (TLC) bioassay for the detection of AChE inhibition
Partial inhibition of AChE activity in the brain has been shown to be
therapeutically beneficial. AChE inhibitors that penetrate the blood—brain barrier
elevate the levels of endogenous acetylcholine and are useful in the symptomatic
treatment of Alzheimer’s disease (Rosenberry, Sonoda, Dekat, Cusack & Johnson,
2008). The ethanol extracts of genipap pulp and of umbu and siriguela seeds present
anti-acetylcholinesterase activity. The carbamate carbachol was used for comparison
because it is an isosteric analogue of the physiological substrate acetylcholine
(Rosenberry, Sonoda, Dekat, Cusack & Johnson, 2008). Genipap pulp (0.8 £ 0.01
cm) and siriguela seed (0.9 £ 0.01 cm) presented an AChE inhibition zone similar to
that of the positive control (1.0 + 0.01 cm), a finding that is significant and hitherto
unreported. Umbu seeds presented reasonable activity (0.5 + 0.01 cm) and the other

extracts were inactive.

3.2. Cytotoxicity of plant extracts
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Some natural products from plants are reportedly harmful to health. Therefore,
cytotoxic studies are necessary and can indicate the toxic profile of plant extracts
(Oke & Aslim, 2010). The extracts were evaluated on sheep corneal epithelial cells in
order to evaluate their cytotoxic effects on normal cells. The medium [Minimum
Essential Medium (MEM) + 10 % Fetal Calf Serum (FCS)] and 1 % formaldehyde
were used as negative and positive controls, respectively. In this work, the ethanol
extracts of parts of the fruits, at concentrations of 100 ppm, did not show cytotoxicity
(Table 3). None of the extracts led to the reduction of cell viability below 90 %. The
fruit parts (seed and peel) evaluated here are not commonly eaten and there are no
reports of the cytotoxicity of the pulps.

Table 3 — Effects of ethanol extracts of fruits on sheep corneal epithelial cell viability

Ethanol extracts (100 ppm) Cell viability (%)
Genipap peel 98.5+0.53
Genipap pulp 100.0 £ 0.00
Genipap seeds 99.1 +£0.18
Siriguela peel 90.4 £ 0.39
Siriguela pulp 99.6 £ 0.26
Siriguela seeds 92.8+0.61
Umbu peel 98.9 £ 0.30
Umbu pulp 98.8 + 0.53
Umbu seeds 92.0+£0.79
Negative Control 1: MEM + 10% FCS 98.0 £+ 0.25

Positive Control 2: Formaldehyde 1% (w/v) 16.2 + 0.68
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Based on these results, the most promising extracts were those obtained from

genipap pulp and siriguela seeds.

3.3. Total Phenolic Content (TPC) and Antioxidant Assays

There are several methods for determining antioxidant capacity. The methods
used here were DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC and lipid peroxidation in a biomimetic
membrane system. The methods based on organic radical-scavenging capacity used
in this study were DPPH and ABTS. The DPPH assay is based on the measurement
of the reducing ability of antioxidants toward the 520 nm-absorbing, deep violet
DPPH * radical.

Table 4 lists the TPC, ABTS, FRAP and CUPRAC results obtained from the
ethanol extracts of fruits. A significant difference (p<0.05) among all the analyzed
extracts was obtained, with the best general performance shown by siriguela seeds.

With regard to TPC, siriguela and umbu seeds showed the highest values;
genipap pulp showed an intermediate value, and siriguela and umbu pulp showed
the lowest values (Table 4). Evaluating only the fresh pulp of S. purpurea (siriguela)
and S. tuberose (umbu), Almeida et al. (2011) found moderate values of 55.0 and
44.6 mg of GAE/100 g, respectively. In an investigation of the yellow mombin (pulp +
peel) (Spondia mombin L.), which belongs to the Anacardiaceae family, Tiburski,
Rosenthal, Deliza, Godoy & Pacheco (2011) found a total phenolic content of 260.21
mg GAE/100 g. Assessing the intact fruit (peel, pulp and seed) of Spondia pinnata
K., Satpathy, Tyagi & Gupta (2011) reported the highest value of 210 mg GAE for
TPC in 100 mg of the extract.

Orhan & Aslan (2009) studied anti-acetylcholinesterase and antioxidant

activities in ethanol extracts of Salvia triloba, Teucrium polium and Melissa officinalis
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and found values of 10.9, 107.8 and 68.7 mg GAE g™ extract, respectively. In relation
to the Anacardiaceae family; Moyo, Ndhlala, Finnie & Staden (2010) evaluated leaf,
stem bark, young stem and opercula of Sclerocarya birrea subsp. caffra e
Harpephyllum caffrum and obtained significant anti-acetylcholinesterase activity, with
TPC values varying from 2.46 to 14.15 mg GAE g extract.

All the extracts of genipap, siriguela and umbu parts, in our study, presented
higher values than those obtained by Orhan & Aslan (2009) and Moyo, Ndhlala,
Finnie & Staden (2010). It is noteworthy that Folin-Ciocalteu reagent, which is used to
determine TPC, is not specific for phenolic compounds because it can also be
reduced by many non-phenolic compounds, including ascorbic acid (Karadag,

Ozcelik & Saner, 2009).

Table 4 — TPC, DPPH, ABTS, FRAP and CUPRAC of ethanol extracts of fruits

TPC DPPH ABTS FRAP CUPRAC
Ethanol Extracts g GAE"g" dry RSA% - DPPH"' TEAC' TEACkrap TEACcuprac
extract (mmol Trolox. g™) (mmol Trolox. g™)
Genipap peel 187.7+11.3 15.43% 0.70° 0.75 + 0.09% 0.71 £ 0.06° 1.32+0.05™
Genipap seeds 122.7 +18.9° 11.61+ 0.47° 1.09 + 0.35¢ 1.0 + 0.07° 0.81 + 0.30'
Genipap pulp 61.6+3.6" 10.17+ 0.36° 0.40 £ 0,00°'9 1.02£0.11° 1.04+0.13%
Siriguela peel 1122+13.2° 31.89:0.92" 5.06 + 0.15° 16.20 + 1,05 5.06 +0.15°
Siriguela seeds 254.7 £ 42.1° 37.64+1.26° 3.06 +0.22° 13.73 £ 053" 8.87£0.23"
Siriguela pulp 135+1.3° 6.40+ 0.35' 0.03+0.01° 0.28 + 0.09" 0.37£0.01'
Umbu peel 52.5+5.9° 19.71+1.47° 0.53 +0.01°' 4.98 +0.21° 1.46 £ 0.07°
Umbu seeds 202.2+6.9° 20.78+0.34° 2.18 +0.35° 5.46 + 0.08° 5.17 +0.13"
Umbu pulp 40.4 +8.7° 16.10+ 0.88° 0.22 +0.05"¢ 1.19 +0.15° 0.80 +0.04°

" Gallic Acid Equivalents. ' Percentage of DPPH radical-scavenging activity in 30 min.
JITEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (mmol TE/g dry extract). Mean values
followed by the same letters in each column do not differ significantly at p < 0.05 by a

Tukey test.



150

The highest consumption of DPPH* (Table 4, column 3) was observed in
siriguela (seed and peel) and umbu seed extracts, with a positive association
between anti-acetylcholinesterase activity and TPC (Table 4, column 2), which
showed the same tendency, i.e., higher values for siriguela seed. The consumption of
DPPH"* was found to stabilize at about 27 min, which indicates the time of action of
possible antioxidants present in the samples. Moyo, Ndhlala, Finnie & Staden (2010),
in Sclerocarya birrea subsp. caffra e Harpephyllum caffrum, found % RSA values,
varying from 2.5 up to 27.2.

ICso values for most promising extracts were determined as 36.37 ug mL™,
173.37 pg mL™, 1069.13 pg mL™; for siriguela seeds, umbu seeds and genipap pulp,
respectively. Gacche & Dhole (2011) evaluating the ethanolic extract of Morinda
centrifolia L., from the same family as genipap, exhibited 1Cso of 0.620 mg mL™, a
lower value genipap pulp. The ICso values of Sclerocarya birrea and Harpephyllum
caffrum extracts (Anacardiaceae) — leaf, young stem and opercula from 4.26 to 6.92
ug mL?, below the values found for siriguela and umbu (Moyo, Ndhlala, Finnie &
Staden, 2010).

The ABTS method is based on the ability of antioxidant molecules to quench
the long-lived ABTS"" radical (Arnao, Cano & Acosta, 2001). The highest ABTS
values were observed in siriguela peel and in the seed extracts of all the fruits,
showing the same trend already observed for siriguela (seed and peel) and umbu
seed (Table 4). The best results shown by seeds are probably attributable to their
chemical compositions rich in phenols and the presence of substances required for
the germination process, as described by Martins,Vasconcellos, Rossetto & Carvalho

(2010). Almeida et al. (2011) found values of 6.25 and 1.07 puM of Trolox
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equivalents/g fresh mass of siriguela and umbu, respectively. For Spondia pinnata K.,
Satpathy, Tyagi & Gupta (2011) reported ABTS (TEAC) values of 0.68 to 0.83 in 100
mg extract.

Among the metal reduction-based antioxidant methods, the FRAP method
reduces the Fe(ll)-TPTZ complex to Fe(ll)-TPTZ at low pH (Rufino et al., 2006).
Another method employed here was CUPRAC, which uses Cu(ll)-neocuproine
[Cu(Il)-Nc] as the chromogenic oxidizing agent. This method offers advantages over
the FRAP method because the redox chemistry of Cu(ll) involves faster kinetics than
that of ferric ions (Apak, Gucli, Ozyirek & Karademir, 2004). According to the metal
reduction potential in the the Iron-FRAP and Copper-CUPRACcomplexes, the latter
method has shown higher selectivity due to its lesser ability to receive electrons.
Satpathy, Tyagi & Gupta (2011) report FRAP values of 5.97 to 7.93 mg TE/100 mg™
extract from Spondia pinnata K.

FRAP and CUPRAC methods showed higher values for siriguela and umbu
(peels and seeds). Genipap pulp showed the worst profile, following the same
tendency as that of the other aforementioned methods (Table 4). Contreras-
Calderon, Calderon-Jaimes, Guerra-Hernandez & Garcia-Villanova (2010) tested
seed samples of 12 families: Sapotaceae; Arecaceae; Caesalpiniaceae; Myrtaceae;
Pasifloraceae;  Rubiaceae;  Anacardiaceae; Cucurbitaceae;  Sterculiaceae;
Proteaceae; Caricaceae and Icacinaceae for antioxidant activity and TPC. Their
findings showed that the seeds present a wide range of FRAP (1.40 to 1690 FRAP
pmol TEs/g of fresh weight), ABTS (4.92 to 1700 ABTS umol TEs/g of fresh weight)
and TPC (20.4 to 4851TP mg of GAEs/100 g of fresh weight) values.

To summarize, siriguela peel and seed showed the best results in most of the

antioxidant assays, while the pulps showed the lowest activity.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
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Based on the results, a positive correlation was found between
acetylcholinesterase inhibition and antioxidant activity in the siriguela and umbu seed
extracts, but not in genipap pulp. In the case of genipap, a non-phenolic compound is
expected to be an acetylcholinesterase inhibitor.

The antioxidant capacity was also evaluated using a peroxyl radical-mediated
lipid peroxidation membrane model (soy lecithin unilamellar liposomes) loaded with
the peroxyl radical-sensitive fluorescent probe Ci;-BODIPY®®*%! (Oliveira et al.,
2009). Figures 1a, 1b and 1c present lipid peroxidation protection (%) as a function of
time (total time 30 min) of fruit extracts (0.5 mg mL™). Genipap pulp extract showed
the best performance, providing more than 95 % protection of the membrane for 15
min. Siriguela peel and seed extracts protected the membrane (more than 95 %) for
more than 30 min, while umbu peel and seed extracts offered more than 95 %
protection of the membrane for 15 min. These results were considered better than
those of the positive controls (Trolox - 1, 5 and 10 umol L*; vitamin C - 100 pmol L™
and resveratrol — 100 pmol L ™). The extracts that presented acetylcholinesterase

inhibitory activity also showed positive performance by this method.
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Figure 1 — Protection against lipid peroxidation provided by the extracts (0.5 mg mL™)

of different parts of the fruits of (a) genipap, (b) siriguela and (c) umbu

The results indicate that the extracts of genipap pulp, siriguela (peel and seed)
and umbu (peel and seed) can work synergistically, since they provided longer
protection of the membrane than the controls. It could be meaningless to analyze
membrane protection afforded by a single antioxidant present in each extract over
time, since some antioxidants play cooperative roles against lipid peroxidation. Such
interactions may result in synergistic rather than cumulative antioxidant activity. The

most efficient biological interaction seems to be the antioxidant synergism between
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vitamin E and vitamin C. Vitamin C reduces vitamin E radical to regenerate vitamin E,
before the vitamin E radical attacks lipids to induce lipid oxidation (Niki, 2010).

Zaini, Anwar, Hamid & Saari (2011) investigated the in vitro antioxidant activity
of Kundur fruit and demonstrated that the seed had higher inhibitory capacity against
linoleic acid oxidation and scavenging of 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH)
radicals than the peel, pulp and core of the fruit. This may be due to the higher total
phenolic content and superoxide dismutase (SOD) activity of the seeds, which is
similar to the results observed in the present study for siriguela and umbu seeds.
Pande & Akoh (2010) reported that the seeds of numerous underutilized fruits
contain an high polyphenol content, followed by their peels and pulp.

According to Karadag, Ozcelik & Saner (2009), the antioxidant capacity of
complex heterogeneous foods and biological systems is affected by many factors,
including the partitioning properties of the antioxidants between lipid and aqueous
phases, the conditions of oxidation and the physical state of the oxidizable substrate.

Because of the phytochemical diversity and aqueous and lipid phases in
foods, it is reasonable to suggest the existence of various substances that interact for
common purposes. Thus, a substance responsible for protecting plants can act as an
antioxidant and also as an acetylcholinesterase inhibitor.

As regards the activities found in genipap pulp, it can be assumed that they
are not attributable to phenolic compounds due to the low content obtained, while in
siriguela and umbu fruits, these compounds may be directly responsible for the

activities, as indicated by phytochemical screening.



155

4. Conclusions
Extracts obtained from siriguela and umbu (seeds and peels) and genipap pulp
displayed significant antioxidant properties in most of the tests. The large amount of
chlorogenic acid found in siriguela seeds may, in part, explain its better performance
in the majority of antioxidant assays. With the exception of genipap pulp, a positive
correlation was found between acetylcholinesterase inhibitory and antioxidant
activities. In view of the significant properties found in this study, including possible
beneficial effects on the brain, we recommend that genipap pulp and seed be used in
the preparation of foods and that their consumption be encouraged, as well as in the
pharmaceutical and cosmetic industries for the development of different products to

delay and/or prevent the action of free radicals.
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Table captions

Page 6, Table 1 — Initial dry weight (g) and extraction yields (%) from samples

Page 13, Table 2 — Phytochemical screening of extracts of parts of the fruits

Pages 18-19, Table 3 — Effects of ethanol extracts of fruits on sheep corneal
epithelial cell viability

Pages 20-21, Table 4 — TPC, DPPH, ABTS, FRAP and CUPRAC of ethanol extracts

of fruits
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Figure captions

Page 17, Figure 1 — Protection against lipid peroxidation provided by the extracts (0.5

mg mL™) of different parts of the fruits of (a) genipap, (b) siriguela and (c) umbu



158

References
Almeida, M. M. B., Souza, P. H. M., Arriaga, A. M. C., Prado, G. M., Magalhaes,
C. E. C., Maia, G. A,, & Lemos, T. L. G. (2011). Bioactive compounds and
antioxidant activity of fresh exotic fruits from northeastern Brazil. Food Research

International, 44, 2155-2159.

Apak, R., Guglu, K., Ozyurek, M., & Karademir, S. E. (2004). Novel total
antioxidant capacity index for dietary polyphenols and vitamins C and E, using
their cupric ion reducing capability in the presence of neocuproine: CUPRAC

Method. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 7970-7981.

Arnao, M. B., Cano, A., & Acosta, M. (2001). The hydrophilic and lipophilic

contribution to total antioxidant activity. Food Chemistry, 73, 239-244.

Augusto, F., Valente, A. L. P., Tada, E. S., & Rivellino, S. R. (2000). Screening of
Brazilian fruit aromas using solid-phase microextraction—gas chromatography—

mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 873, 117-127.

Barnham, K. J., Masters, C. L., & Bush, A. I. (2004). Neurodegenerative diseases

and oxidative stress. Nature Reviews Drug Discovery, 3 (3), 205-214.

Cicco, N., Lanorte, M. T., Paraggio, M., Viggiano, M., & Lattanzio, V. (2009) A
reproducible, rapid and inexpensive Folin—Ciocalteu micro-method in determining

phenolics of plant methanol extracts. Microchemical Journal, 91, 107-110.



159
Clerici, M.T.P.S., & Carvalho-Silva, L.B. (2011). Nutritional bioactive compounds
and technological aspects of minor fruits grown in Brazil. Food Research

International, 44, 1658-1670.

Contreras-Calderon, J., Calderon-Jaimes, L., Gerra-Hernandez, E. & Garcia-
Villanova, B. (2010). Antioxidant capacity, phenolic content and vitamin C in pulp,
peel and seed from 24 exotic fruits from Colombia. Food Research International,

44, 2047-2053.

Costa, P. A., Ballus, C. A., Teixeira-Filho, J., & Godoy, H. T. (2010). Phytosterols
and tocopherols content of pulps and nuts of Brazilian fruits. Food Research

International, 43, 1603-1606.

Drummen, G. P. C., Gadella, B., Post, J.,, & Brouwers, J. (2002). C11-
bodipy581/591, an oxidation-sensitive fluorescent lipid peroxidation probe:
(micro) spectroscopic characterization and validation of methodology. Free

Radical Biology and Medicine, 33, 473—-490.

Finley, J. W., Kong, A., Hintze, K. J., Jeffery, E. H., Ji, L. L., & Lei, X. G. (2011).
Antioxidants in Foods: State of the Science Important to the Food Industry.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59, 6837-6846.

Gacche, R.N., & Dhole, N.A. (2011). Profile of aldose reductase inhibition, anti-

cataract and free radical scavenging activity of selected medicinal plants: An



160
attempt to standardize the botanicals for amelioration of diabetes complications.

Food and Chemical Toxicology, 49, 1806—-1813.

Huang, D., Ou, B., & Prior, R. L. (2005). The chemistry behind antioxidant

capacity assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 1841-1856.

Ingkaninan, K., Temkitthawon, P., Chuenchom, K., Yuyaem, T., & Thongnoi, W.
(2003) Screening for acetylcholinesterase inhibitory activity in plants used in Thai
traditional rejuvenating and neurotonic remedies. Journal of Ethnopharmacology,

89, 261-264.

Ji, H. F., & Zhang, H. Y. (2008). Multipotent natural agents to combat Alzheimer’s
disease. Functional spectrum and structural features. Acta Pharmacologica

Sinica, 29, 143-151.

Karadag, A., Ozcelik, B., & Sanner, S. (2009). Review of methods to determine

antioxidant capacities. Food Analytical Methods, 2, 41-60.

Kono, Y., Kobayashi, K., Tagawa, S., Adachi, K., Ueda, A., Sawa, Y., Shibata, H.
(1997). Antioxidant activity of polyphenolics in diets: Rate constants of reactions
of chlorogenic acid and caffeic acid with reactive species of oxygen and nitrogen.

Biochimica et Biophysica Acta, 1335 (3), 335-342.



161
MacDonald, R. C., MacDonald, R. I., Menco, B. P. Takeshita, K., Subbarao, N.
K., & Hu, L. R. (1991). Small-volume extrusion apparatus for preparation of large,

unilamellar vesicles. Biochimica et Biophysica Acta, 1061, 297-303.

Martins, C. M., Vasconcellos, M. A. S., Rossetto, C. A. V., & Carvalho, M. G.
(2010) Phytochemical screening of the arils of yellow passion fruits seeds and

influence on the seed germination. Ciéncia Rural, 40 (9), 1934-1940.

Matthew Joyner, P & Cichewicz, R. H. (2011) Bringing natural products into the
fold — exploring the therapeutic lead potential of secondary metabolites for the
treatment of protein-misfoldingrelated neurodegenerative diseases. Nat. Prod.

Rep., 28, 26-47.

Moyo, M., Ndhlala, A. R., Finnie, J. F., & Staden, J. V. (2010) Phenolic
composition, antioxidant and acetylcholinesterase inhibitory activities of
Sclerocarya birrea and Harpephyllum caffrum (Anacardiaceae) extracts. Food

Chemistry, 123 (1), 69-76.

Narain, N., Bora, P. S., Holschuh, H. J., & Vasconcelos, M. A. S. (1992). Variation
in physical and chemical composition during maturation of umbu (Spondia

tuberosa) fruits. Food Chemistry, 44, 255-259.

Nzaramba, M. N., Reddivari, L., Bamberg, J. B., & Miller, J. C. (2009).

Antiproliferative activity and cytotoxicity of Solanum jamesii tuber extracts on



162
human colon and prostate cancer cells in vitro. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 57 (18), 8308-8315.

Niki, E. (2010). Assessment of antioxidant capacity in vitro and in vivo. Free

Radical Biology & Medicine, 49, 503-515.

Oke, F., & Aslim, B. (2010) Biological potentials and cytotoxicity of various
extracts from endemic Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis. Food

and Chemical Toxicology, 48, 1728-1733.

Oliveira, A.C., Valentim, I.B., Goulart, M.O.F., Silva, C.A., Bechara, E.J.H.,
Trevisan, M.T.S. (2009). Fontes vegetais naturais de antioxidantes. Quimica

Nova, 32 (3), 689-702.

Oliveira, A. C., Valentim, I. B., Silva, C. A., Bechara, E. J. H., Barros, M. P.,
Mano, C. M., et al. (2009). Total phenolic content and free radical scavenging
activities of methanolic extract powders of tropical fruits residues. Food

Chemistry, 115 (2), 469-475.

Ono, M., Ishimatsu, N., Masuoka, C., Yoshimitsu, H., Tsuchihashi, R., Okama,
M.,et al. (2007). Three new monoterpenoids from the fruit of Genipa americana.

Chemical Pharmaceutical Bulletin, 55 (4), 632-634.

Orhan, 1., & Aslan, M. (2009). Appraisal of scopolamine-induced antiamnesic

effect in mice and in vitro antiacetylcholinesterase and antioxidant activities of



163
some traditionally used Lamiaceae plants. Journal of Ethnopharmacology, 122,

327-332.

Pande, G., & Akoh, C. C. (2010). Organic acids, antioxidant capacity, phenolic
content and lipid characterisation of Georgia-grown underutilized fruit crops.

Food Chemistry, 120, 1067-1075.

SAEG - Sistema para Andlises Estatisticas, Versao 9.1: Fundacdo Arthur

Bernardes - UFV - Vicosa, 2007.

Sato, Y., Itagaki, S., Kurokawa, T., Ogura, J., Kobayashi, M., Hirano, T.,
Sugawara, M., Iseki, K. (2011). In vitro and in vivo antioxidant properties of
chlorogenic acid and caffeic acid. International Journal of Pharmaceutics, 403,

136-138.

Satpathy, G., Tyagi, Y. K., Gupta, R. K. (2011). Preliminary evaluation of
nutraceutical and therapeutic potential of raw Spondia pinnata K., an exotic fruit

of India. Food Research International, 44, 2076—2087.

Silva, B. M., Santos, R. P., Mendes, L. S., Pinho, P. G., Valentéo, P., Andrade, P.
B., Pereira, J. A., Carvalho, M. (2011). Dracaena draco L. fruit: Phytochemical
and antioxidant activity assessment. Food Research International, 44, 2182—

2189.



164
Souza, O. V. S., Oliveira, M. S., Rabello, S. V., Cunha, R. O., Costa, B. L. S., &
Leite, M. N. (2003). Estudo farmacogndstico de galhos de Vanillosmopsis
erythropappa Schult. Bip. - Asteraceae. Brazilian Journal of Pharmacognosy, 13

(suppl.1), 50-53.

Sun, Y., & Hong, S. (2011). Effects of citric acid as an important component of
the responses to saline and alkaline stress in the halophyte Leymus chinensis

(Trin.). Plant Growth Regul, 64, 129-139.

Rhee, I. K., Meent, M. V., Ingkaninan, K., & Verpoorte, R. (2001). Screening for
acetylcholinesterase inhibitors from Amaryllidaceae using silica gel thin-layer
chromatography in combination with bioactivity staining. Journal of

Chromatography A, 915, 217-223.

Rosenberry, T. L., Sonoda, L. K., Dekat, S. E., Cusack, B., & Johnson, J., (2008).
Monitoring the reaction of carbachol with acetylcholinesterase by thioflavin T
fluorescence and acetylthiocholine hydrolysis. Chemico-Biological Interactions,

175, 235-241.

Ross, J. A., & Kasum, C. M. (2002). Dietary flavonoids: Bioavailability, metabolic
effects, and safety. Annual Reviews of Nutrition, 22, 19-34.

Rufino, M. S. M., Alves, R. E., Brito, E. S., Morais, S. M., Sampaio, C. G., Pérez-
Jiménez, J., et al. (2006). Determinacao da atividade antioxidante total em frutas
pelo método de reducdo do ferro (FRAP). Fortaleza: Embrapa Agroindustria

Tropical, 4p, Fortaleza. (Comunicado Técnico on-line:125).



165

Rufino, M. S. M., Alves, R. E., Brito, E. S., Pérez-Jiménez, J., Saura-Calixto, F.,
& Mancini-Filho, J. (2010) Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18

non-traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, 121(4), 996-1002.

Rufino, M. S. M., Fernandes, F. A. N., Alves, R. E., & Brito, E. S. (2009). Free

radical-scavenging behaviour of some north-east Brazilian fruits in a DPPH"®

system. Food Chemistry, 114, 693—695.

Sanchez-Moreno, C., Larrauri, J., & Saura-Calixto, F. (1999). Free radical
scavenging capacity and inhibition of lipid oxidation of wines, grape juices and

related polyphenolic constituents. Food Research International, 32, 407-412.

Santos, C. A. (1999). In situ evaluation of fruit yield and estimation of
repeatability coefficient for major fruit traits of umbu tree [Spondia tuberosa
(Anacardiaceae)] in the semi-arid region of Brazil. Genetic Resources and Crop

Evolution, 46, 455-460.

Scherer, R., & Godoy, H. T. (2009). Antioxidant activity index (AAl) by the 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl method. Food Chemistry, 112, 654—658.

Teixeira, D. M. A., Braga, R. C., Horta, A. C. G., Moreira, R. A, Brito, A. C. F,,
Maciel, J. S., et al. (2007). Spondia purpurea Exudate polysaccharide as affinity
matrix for the isolation of a galactose-binding-lectin. Carbohydrate Polymers, 70,

369-377.



166

Tiburski, J. H., Rosenthal, A., Deliza, R., Godoy, R. L. O., & Pacheco, S. (2011).
Nutritional properties of yellow mombin (Spondia mombin L.) pulp. Food

Research International, 44, 2326-2331.

Uriarte-Pueyo, I., & Calvo, M. |. (2011). Flavonoids as Acetylcholinesterase

Inhibitors. Current Medicinal Chemistry, 18, 5289 - 5302.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T. D., Mazur, M., & Telser, J.
(2007). Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and
human disease. International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39 (1), 44-

84.

Zaini, N. A. M., Anwar, F., Hamid, A. A., & Saari, N. (2011). Kundur [Benincasa
hispida (Thunb.) Cogn.]: A potential source for valuable nutrients and functional

foods. Food Research International, 44, 2368—-2376.

Weisenthal, L. M., Marsden, J. A., Dill, P. L., & Macaluso, C. K. (1983). A novel
dye exclusion method for testing in vitro chemosensitivity of human tumors.

Cancer Research, 43, 749-756.

Williams, P., Sorribas, A., & Howes, M. J. R. (2011). Natural products as a

source of Alzheimer's drug leads. Natural Product Reports, 28, 48-77.


http://www.ingentaconnect.com/content/ben/cmc/2011/00000018/00000034/art00010
http://www.ingentaconnect.com/content/ben/cmc/2011/00000018/00000034/art00010
http://www.ingentaconnect.com/content/ben/cmc;jsessionid=huo1aa2tadj3.alice
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=35231518400&eid=2-s2.0-78650450609
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=36187438800&eid=2-s2.0-78650450609
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=36339615400&eid=2-s2.0-78650450609
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=26371&origin=recordpage

167
Youdim, K. A., & Joseph, J. A. (2001). A possible emerging role of
phytochemicals in improving age-related neurological dysfunctions: A multiplicity

of effects. Free Radical Biology & Medicine, 30 (6), 583-594.



168

APENDICE 7

Artigo de Revisdo para Submissdo a Revista Nutrition

Efeitos dos Antioxidantes Dietéticos sobre as Doencas

Neurodegenerativas

Cristhiane Maria Bazilio de Omena M.Sc.?? e Antonio Euzébio Goulart

SantAna Ph.D.%

®Universidade Federal de Alagoas (UFAL), Instituto de Quimica e
Biotecnologia, Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro do Martins, 57072-970,
Maceio- AL, Brasil.

PUniversidade de Pernambuco (UPE), Nutricdo, BR 203 Km? S/N, Campus

Universitario, Vila Eduardo, 56.300-000, Petrolina-PE, Brasil.
* Autor Correspondente:
Antonio Euzébio Goulart Sant’‘Ana Ph.D.

Instituto de Quimica e Biotecnologia — Laboratorio de Recursos e Produtos
Naturais, Universidade Federal de Alagoas, Campus A.C. Simdes, Tabuleiro do

Martins, 57072-970, Maceid, AL, Brasil.

Tel./Fax: + 55-82-32141388 / + 55-82-32141389

E-mail: aegs@qui.ufal.br



mailto:aegs@qui.ufal.br

169

RESUMO

O objetivo desta revisdo € relatar sobre as doencas neurodegenerativas e 0s
efeitos que o consumo de antioxidantes de fonte alimentar pode exercer sobre
a evolucéo e/ou o tratamento dessas patologias. Doencas neurodegenerativas
estdo se tornando frequentes, principalmente na populacédo idosa, e dessa
forma representam um problema de saude publica, devido ao aumento da
expectativa de vida. Atualmente sdo consideradas patologias incuraveis sendo
o foco do tratamento retardar o aparecimento dos sintomas. Existe uma
variedade de patologias denominadas de neurodegenerativas, como doencas
de Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerose lateral aminotrdfica, entre
outras. A maioria apresenta como consequéncia disfuncdes cognitivas, motoras
e/ou comportamentais, tendo sua gravidade aumentada no decorrer da doenca.
Devido a alta taxa metabdlica encontrada no cérebro, acredita-se que o
estresse oxidativo pode contribuir para a morte de neurénios e consequentes
perdas funcionais. Pesquisas relatam a importancia da alimentacdo sobre a
melhora de varias patologias dentre elas, as neurodegenerativas. Propriedades
benéficas ao organismo tém sido atribuidas a varios alimentos, principalmente
pela presenca de compostos bioativos, denominados antioxidantes, que
combatem o estresse oxidativo. S&o exemplos desses alimentos as frutas,
legumes, gréos, cha e vinho. Dentre os antioxidantes conhecidos tem-se as
vitaminas C, E e acido félico, flavonoides, etc. Existe um grande interesse em
identificar novos compostos ou atribuir novas propriedades aos ja conhecidos.
Porém, sdo necesséarios mais estudos visando definir a concentracdo e o
tempo de acdo desses compostos em diferentes contextos, inclusive frente ao

tratamento das doencas neurodegenerativas.

Palavras — chave: dieta, doenca, cérebro, idoso, envelhecimento.
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INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas como as doencas de Parkinson,
Alzheimer, Huntington e a esclerose lateral aminotréfica sdo atualmente
patologias incuraveis, com enormes impactos sociais e econdmicos
relacionadas intimamente com o aumento da expectativa de vida. Embora os
aspectos clinicos e neuropatolégicos dessas doencas debilitantes serem
distintos, eles compartilham um padréo de neurodegeneracéo relacionados em
regides anatomicamente ou funcionalmente do cérebro. Para cada doenca, 0s
tratamentos atualmente disponiveis apenas abordam os sintomas e fazer nao

alterar o curso ou a progressédo da doenca subjacente’.

As intensas investigacbes sobre o0s mecanismos pelos quais 0s
neurbnios morrem, e as recentes descobertas sobre o envolvimento do
estresse oxidativo em doencas neurodegenerativas, levaram a idéia de que o
uso terapéutico de antioxidantes poderia ajudar a combater o envelhecimento e

doencas neurodegenerativas®.

As fontes de espécies reativas de oxigénio em células nervosas sao
inUmeras, portanto, células possuem um sistema antioxidante eficiente para se
proteger contra a sobrecarga dessas espécies reativas e posteriores danos.
Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos mantem o perfeito equilibrio entre

a producao fisiolégica de espécies reativas de oxigénio e sua desintoxicac&o”.

Existem evidéncias crescentes de que as doencas de Alzheimer,
Parkinson e a esclerose amiotrofica lateral sejam manifestacdes adversas de

estados de estresse oxidativo. Pequenos estudos de intervencao tém mostrado
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melhoria sintomética em pacientes ja& acometidos por essas doencas, quando

tratados com vitaminas C ou E*.

Esta revisdo tem a finalidade de agrupar os dados da literatura referente
ao papel benéfico dos antioxidantes dietéticos na prevencédo e/ou tratamento

de doencas neurodegenerativas.

DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doencas neurodegenerativas sdo desordens progressivas
implacavelmente do sistema nervoso central, caracterizadas por disfuncdes

cognitivas, motoras e/ou comportamentais™®.

Tais patologias sdo mais frequentemente diagnosticadas na populacéo
idosa, dentre elas a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, deméncia com
corpos de Lewy, esclerose lateral amiotrofica, atrofia sistémica multipla, doenga
de Huntington e deméncia fronto-temporal até o presente momento essas
patologias sdo incuraveis. Por causa da epidemia verificada na populacdo

idosa, estas doencas representam um sério desafio para o sistema de satde®.

A doenca de Alzheimer é uma doenca neuroldégica degenerativa
progressiva, resultando em prejuizo na memoéria e comportamento’. E
caracterizada pela atrofia cerebral, inicialmente localizadas na érea
temporoparietal, com placas amildides e emaranhados neurofibrilares como

tipicas alteracdes microscépicas’.
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O principal fator patogénico associado a doenca de Alzheimer parece
ser 0 aparecimento de oligbmeros de peptideo beta-amildide (af), que tendem
a acumular-se como depoésitos de amildide extracelular e estdo associados a
microglia e astrécitos reativos em processos de degeneracdo neurais. As
placas amildides sdo compostas por diferentes formas de beta-amildide (ap)
derivados de uma proteina precursora de amiléide, que sédo produzidas pela

clivagem dessa proteina por duas enzimas proteoliticas B e y secretases™’.

O envolvimento da micréglia e astrocitos no aparecimento e evolucéo
desse processo neurodegenerativo esta se tornando cada vez mais
reconhecido, embora seja comumente aceito que neuroinflamacdo e estresse

oxidativo podem ter influéncias prejudiciais e benéficas sobre o tecido neural".

Embora existam muitas hipoteses para o desenvolvimento dessa
patologia, uma bem caracterizada €& hipometabolismo cerebral. Neurdnios
saudaveis possuem uma taxa metabolica extremamente alta e produzem uma
quantidade significativa de ATP, a fim de gerar potenciais de acdo e manter
plasticidade sinaptica. Considerando-se que as mitocondrias sdo responsaveis
pela geragcdo de 90% do ATP total celular, essas organelas s&o criticas para o
funcionamento das células com as demandas de alta energia, tais como
neurbnios. O prejuizo da funcdo mitocondrial, portanto, podera ter

consequéncias graves na viabilidade neuronal e a satde do cérebro™.

Atualmente, ndo existe cura para doenca de Alzheimer e suas causas
ainda permanecem desconhecidas apesar de varias hipéteses™. O mecanismo
bioguimico exato da patogénese da doenca de Alzheimer também ainda é

desconhecido, mas muita atencéo tem sido dada ao papel da perda massiva do
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neurotransmissor acetilcolina e para a possivel implicacdo de estresse

oxidativo em seu desenvolvimento*.

Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa
progressiva e terminal marcada pela perda primaria de dopamina (DA) nos
ganglios da base cerebelar e fisicamente caracterizadas pela perda debilitante
dos movimentos espontaneos e voluntarios, tremores de repouso, bem como
outras alteracées comportamentais’>. Os mecanismos de morte celular na DP
ainda nado foram completamente elucidados, mas o aumento do estresse
oxidativo, funcdo mitocondrial anormal e excitotoxicidade sdo considerados

como 0s mais provaveis iniciadores ou mediadores da les&o neuronal*®.

Deméncia com corpos de Lewy (DCL) é a segunda doenca
neurodegenerativa mais frequente depois da doenca de Alzheimer e
caracteriza-se clinicamente por deméncia progressiva, que € frequentemente
acompanhada pelo parkinsonismo e sintomas psiquiatricos incluindo as
alucinagdes visuais. E patologicamente caracterizada pela ocorréncia de
corpos de Lewy (CL) no cérebro®’.

A esclerose lateral amiotrofica é a patologia mais frequente na idade
adulta sendo uma doenca neuromotora. As caracteristicas patologicas da
doenca sao atrofias seletivas e progressivas dos neurdnios no trato
corticoespinhal, inchaco de pericario e axénios proximais, presenca de corpos
Bunina, esferdides axonais e inclusbes. Essas caracteristicas patoldgicas
resultam na degeneracéo de neurdnios motores superiores no cértex cerebral e

neurdnios motores inferiores do tronco cerebral e da medula espinhal*®.
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A atrofia sistémica mdultipla (ASM) é uma doenca esporadica que
engloba uma degeneracédo estriatonigral (quando h& predominio dos sintomas
parkinsonianos), atrofia olivopontocerebelar (quando o predominio de sintomas
cerebelares) e sindrome de Shy-Drager (quando h& predominio de sintomas

autondmicos)*??°.

Doenca de Huntington é uma doenca fatal com um modo de heranca
autossdmica dominante, se um pai € afetado, cada progénie tem uma chance
de 50% de desenvolver a doenca. Isso leva a deméncia progressiva, sintomas
psiquiatricos e uma desordem de movimento incapacitante choreiform,
culminando na morte prematura. A identificacdo, em 1993, do gene que falta na
codificacdo da proteina Huntingtin ofereceu a possibilidade de diagnostico
genético. Em individuos normais, a proteina contém 11- 34 glutaminas em uma
sequéncia repetida na porcdo N-terminal (que comeca na posicdo 18 do
aminoacido). A expansdo para mais de 37 glutaminas leva a doenca de
Huntington, quanto maior numero de glutaminas mais precoce sera o

desenvolvimento da doenca®"**.

A deméncia fronto-temporal (DFT) € uma doenca neurodegenerativa
progressiva. A idade de inicio € geralmente entre 45 e 65 anos, mas pode
ocorrer mais cedo ou mais tarde na vida. Sendo -caracterizada pelo
comprometimento cognitivo, disfuncdo de linguagem e/ou mudancas na

personalidade?.

Os tratamentos atuais para tais patologias, principalmente melhoram os
sintomas das doencas e os efeitos do tratamento sdo moderados®. Evidéncias

indicam que a perda de neurdnios resultante ocorre a partir de uma interacao
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complexa entre danos oxidativos, a estimulacdo excitotoxica, disfuncdo das
proteinas criticas, e fatores genéticos. Devido a sua alta taxa de metabolismo
acredita-se que o cérebro pode ser particularmente suscetivel a espécies

reativas de OXigéniOZE’* 26,2728

O tecido cerebral parece ser particularmente vulneraveis aos danos dos
radicais livres devido ao seu baixo teor de antioxidantes, alto teor de acidos
graxos polinsaturados das membranas neuronais e as exigéncias elevadas de

oxigénio para seu metabolismo?®.

A peroxidagdo dos lipideos da membrana celular gera aldeidos
altamente reativos, como o 4-hidroxinonenal sendo o aumento dos niveis de 4-
hidroxinonenal observado nas doencas de Alzheimer, Parkinson, esclerose
lateral amiotrofica e outras patologias neurodegenerativa confirmando um papel

fisiopatolégico do estresse oxidativo?,

Idosos com comprometimento cognitivo leve e sujeitos a doencga de
Alzheimer apresentaram menores niveis de vitaminas A, C, E, acido urico, alfa-
caroteno e uma menor atividade de plasma e eritrocitarios da superéxido

dismutase, bem como a glutationa peroxidase®.

ANTIOXIDANTES: CONCEITO E FUNCIONALIDADE

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo estes ser

enzimaticos ou ndo enzimaticos®. A ingestdo de antioxidantes tem sido
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sugerida para a protecdo contra danos oxidativos e complicacdes

inflamatérias® resultantes da formacao de radicais livres.

O radical livre € capaz de existir independentemente e possui um elétron
desemparelhado em um orbital. A presenca de um elétron desemparelhado
aumenta a reatividade da espécie que possui avidez por outro elétron para
tornar-se estavel. Este elétron pode ser obtido pela abstracdo de um elétron de
um co-reagente. Essa reacdo resulta na extingdo do radical pela reducao
(adicdo de elétrons) e formacdo de um novo radical por oxidacdo (perda de

elétrons) do co-reagente®.

Existem varios sistemas intrinsecos capazes de capturar radicais livres,
que envolvem reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas. Dentre as enzimaticas
temos a enzima superoxido dismutase cobre-zinco (SOD Cu-Zn), que converte
oxidos radicalares em peroxido de hidrogénio (H,0,); glutationa peroxidase
(GSH-Px) e catalase (CAT) iram converter H,O, a uma molécula de agua. Cu-
Zn SOD, GSH-Px e CAT oferecem o principal mecanismo de defesa
antioxidante O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico inclui o acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH) e B-caroteno
(antioxidante total). Ha um equilibrio entre a atividade e os niveis intracelulares
destes antioxidantes que sdo essenciais para a sobrevivéncia dos organismos
e sua satde®”. Na Tabela 1 estdo relacionados antioxidantes neuroprotetores e

0 modo de acao.

Tabela 1. Classificagcdo dos antioxidantes neuroprotetores e modo de acéo
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e Antioxidantes Diretos

- Compostos quimicos que interferem com os radicais livres formados.

Aril aminas e indois.

Caroteno, licopeno, retinol e outros polienadis.

Ebselen e outros compostos contendo selénio.

Flavondides e outros polifendis

Manganés contendo miméticos de catalase/superoxido dismutase

Tocoferodis e outros monofendis.

e Antioxidantes Indiretos

- Compostos que impedem a formacé&o de radicais livres.

Inibidores Aminooxidase

Antagonistas do calcio

Receptores agonistas da dopamina

Antagonistas dos receptores de glutamato

Quelantes de ions

Inibidores da 6xido nitrico sintase

e Antioxidantes Metabdlicos

- Compostos que limitam a extensdo dos danos para a célula através da



178

reducdo da carga metabolica secundaria dos niveis aumentados de radicais

livres.

N-acetil-cisteina, glutationa, 2-oxo-tiazolidina-4-carboxilato e  outros

compostos derivados de tidis.
N-butil-a-fenilnitrona e outras armadilhas de spin
Carnitina

Creatina

Acido lipéico

Ubiquinona e idebenona

Fonte: Behl & Moosmann®.

O estresse oxidativo € o acumulo de espécies de radicais livres
altamente reativas ou a diminuicdo da defesa mecanismos de protecdo contra
danos bioldgicos por radicals livres. O estresse oxidativo ocorre como um
desequilibrio entre o balanco pré-oxidante/antioxidante, em favor da situacéo
pré-oxidante, promovendo um dano potencial. O dano oxidativo que as
biomoléculas sofrem esta relacionado com as patologias de um grande nimero
de doencas crbnicas, incluindo doencas cardiovasculares, cancer e doencas

neurodegenerativas®* .

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo entidades quimicas que
incluem radicais livres de oxigénio, como o radical anion superdxido (O2"),
radicais hidroxilas (OH), éxido nitrico (NO), peroxinitrito e também espécies

n&o radicalar, como H,O, e oxigénio singleto (*O,). EROs em seres humanos
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pode ter sua origem em fontes enddgenas ou externas, como por exemplo
através do tabaco, certos poluentes, solventes organicos e/ou pesticidas que

levam ao estresse oxidativo®.

O estresse oxidativo pode causar danos celulares e oxidar componentes
celulares criticos, tais como lipideos de membrana, proteinas e DNA, induzindo
apoptose ou necrose’’. O dano oxidativo a mitocdndrias, incluindo danos a
membrana mitocondrial, tem sido implicado em doencas neurodegenerativas®®,
como a doenca de Parkinson. Este dano oxidativo mediado pela membrana
pode contribuir para a delecdo e mutacdes no DNA mitocondrial que se
acumulam com a idade. Danos no DNA tém sido relatados na doenca de

Alzheimer®.

Estudos recentes indicam que o peptideo beta-amildide, presente na
doenca de Alzheimer, pode ser neurotoxina gerada por mecanismos que
envolvem a geracao de H,0O,, a peroxidacéo lipidica e a formacao de espécies
reativas de oxigénio. A toxicidade da B-amildide é eliminada por mecanismos

de defesa antioxidante®.

EFEITOS DOS ANTIOXIDANTES DE FONTE ALIMENTAR SOBRE AS

DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Alguns estudos como o realizado por Kanoski & Davidson™ relatam a
influéncia da alimentacdo sobre o desempenho da aprendizagem e o

desempenho da memoéria.
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Experimentos relatam que dietas enriquecidas com blueberry (Vaccinium
corymbosum) ou espinafre (Spinacia oleracea) podem evitar diminui¢cdes
relacionadas a idade na atividade da funcdo do receptor noradrenérgico
cerebelar®’. Os efeitos antioxidantes do ginseng (Panax sp.) séo relatados por
milhares de anos mostrando em animais agfes neuroprotetoras, como na

doenca de Parkinson™.

Os mecanismos de defesa antioxidante associados ao consumo
adequado de fontes alimentares ricas em antioxidantes sdo essenciais para
atenuar os efeitos do estresse oxidativo. As doencas neurodegenerativas
associadas ao aumento da idade revelam frequentemente um baixo contetdo
energético das células nervosas e beneficios de uma dieta rica em

antioxidantes e co-factores implicados no metabolismo energético®’.

Pesquisadores relatam um aumento na capacidade antioxidante apds o
consumo alimentar de antioxidantes trazendo evidéncias de que haveria
beneficios para o0 sistema e processos biolégicos™. O consumo de
antioxidantes naturais, como 0s compostos fendlicos presentes na maioria das
plantas que inibem a formagdo de radicais livres, também chamados de
substancias reativas, tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo’’. Os antioxidantes presentes na dieta

incluem a vitamina A, C e E, carotendides, flavonoides e polifendis.
Vitaminas

Dentre as fontes de antioxidantes mais conhecidas estdo a vitamina C,

soltvel em agua, e responsavel pela regeneracdo da vitamina E. As principais
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fontes de vitamina C sé&o frutas citricas e tomates. A vitamina natural E, uma
mistura de tocoferdis e tocotriendis (a, B-, y- e d-tocoferol e a, B-, y- € &-
tocotrienol) Figura 1, sintetizada apenas por plantas. As fontes naturais s&o 0s

Oleos vegetais.

O azeite contém vitamina E e muitos dos seus efeitos benéficos séo
atribuidos a esse componente. B-caroteno, também uma vitamina lipossoluvel,
que € transportado com a vitamina E nos ndcleos graxos das particulas de

lipidios. E principalmente encontrada em altas concentra¢cdes na cenoura e em

45,46

vegetais folhosos verdes escuros

(d)

Figura 1. (a) a, (b) B-, (c) y- e (d) &-tocoferol; (e) a, (f) B-, (9) y- e (h) &-

tocotrienol.
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Os tratamentos com vitaminas antioxidantes (vitamina E e analogos, e
vitamina C) tém sido bem caracterizados pela literatura. Muitas vitaminas
diretamente sequestram espécies reativas de oxigénio e em paralelo podem

regular a capacidade antioxidante do sistema de defesa do corpo humano *°*'.

A deplecdo de vitamina E pode resultar em dano oxidativo e sua
suplementacao através da dieta pode enriquecer as membranas do cérebro e
proporcionar um maior nivel de protecéo contra a peroxidacao lipidica®. O uso
da suplementacdo de vitamina E para prevenir ou retardar a progressao da
doenca de Parkinson demonstrou em ambos os modelos de estudos (animais e
clinicos) que sua deficiéncia contribui para a neurodegeneracao estriato-nigral

e para o inicio ou o progresso da doenca®.

O a-tocoferol é bem estabelecido como o maior antioxidante lipossoluvel
sendo importante para proteger a integridade das estruturas lipidicas,
especialmente a membrana celular”’. A avaliacdo clinica do uso do
antioxidante (a-tocoferol) verificou efeitos positivos em 341 pacientes com
doenca de Alzheimer (no estagio de deméncia moderada), com aumento no
tempo meéedio de sobrevida de 230 dias quando comparado com O grupo

controle e um atraso significativo na deterioracéo funcional®”.

De Rijk e colaboradores® investigando a ingestdo de antioxidantes e a
possivel relacdo com diminuicdo do risco de desenvolver a doenca de
Parkinson em 5.342 individuos, estudo transversal, sugeriu que a ingestao
elevada de vitamina E na dieta pode proteger contra a ocorréncia dessa

doenca.
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Miyake et al.”

avaliando a relacdo entre a ingestdao de vitaminas
antioxidantes selecionadas, legumes e frutas e o risco de doenca de Parkinson
no Japdo em um estudo multicéntrico com 249 pacientes e 368 pacientes

(controle) verificou que a maior ingestao de vitamina E e B-caroteno podem ser

associados com uma diminui¢géo do risco de desenvolvé-la .

Poucos estudos relatam nenhuma relacdo como o realizado por Nicoletti

et al.”®

para elucidar o possivel papel da vitamina E na patogénese da doenca
de Parkinson analisando os niveis plasmaticos de vitamina E em 54 pacientes
ndo detectaram diferenca entre os grupos (pacientes e controle) sugerindo que

0S niveis plasmaticos ndo desempenham um papel importante.
Compostos Fendlicos

Os antioxidantes polifendlicos de fontes dietéticas sao frequentemente
um tema de interesse cientifico devido a propriedades atribuidas aos mesmos
na diminuicdo da incidéncia de certos canceres, doencas cardiovasculares, no
tratamento de doencas neurodegenerativas, danos ao DNA e até mesmo pelas

propriedades antienvelhecimento™.

Compostos fendlicos ou polifendis ocorrem amplamente em plantas. O
interesse em polifendis como antioxidantes é centrado em um grupo
denominado flavondéides que ocorrem em todos os alimentos de origem vegetal
e possui variacBes estruturais (flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas,
flavonodides e antocianinas)”. Os flavondides s&o encontrados em frutas,
legumes, gréos, flores, cha e vinho™. Na Tabela 2 estdo alguns exemplos de

compostos presentes em alimentos.
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Tabela 2. Polifen6is mais estudados e sua fonte alimentar

Polifendis
Classe Compostos Estruturas Fontes
naturais
Nao Curcumina Curcuma
flavonoides
(1E,6E) -1,7- bis (4-hidroxi-3
metoxifenil) -1,6-
heptadieno-3,5-diona
Resveratrol " Uva, vinho
Q \ O tinto.
(E)-5-(4-hidroxiestiril) benceno-
1,3-diol
Antocianinas Cianidina " Bagas
O
2-(3,4-Dihidroxifenil)
cromenilium- 3,5,7-triol
Petunidina Morangos,
vinho tinto e
cha.

OH OCHsz

2-(3,4-dihidroxi-5-metoxifenil)-

3,5,7-trihidroxicromenilium



Flavonas Apigenina
Kaempferol
Miricetina
Quercetina
Flavanonas Fisetina
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Casca da
maca
OH
5,7-Dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-
4H-1-benzopiran-4-ona
Brocolis
3,5,7-Trihidroxi-2-(4-
hidroxifenil)- 4H-cromen-4-ona
Cascas de
frutas
3,5,7-Trihidroxi-2-(3,4,5-
hidroxifenil)-4H-cromen-4-ona
Alface,
azeitona e
cebola.

2-(3,4-dihidroxifenil)- 3,5,7-

trihidroxi-4H-cromen-4-ona

Frutas Citricas

3,3",4', 7-Tetrahidroxiflavona
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Hesperitina " Cascas

O o i Citricas
5,7 — dihidroxi — 2- (3-hidroxi-4-
metoxifenil)-2,3-dihidrocromen-

4-ona
Catequinas (+) Catequina " Vinho tinto
(2R,3S)-2-(3,4-dihidroxifenol)-
3,4-dihidro-2H-cromena-3,5,7-
triol
(-)-Epigalocatequina-3- g Cha

galato (EGCG)

OH

O,

HO =
8
W o OH

HO
OH
[(2R,3R)-5,7-dihidroxi-2-(3,4,5-

trinidroxifenil)croman-3-il] 3,4,5-

trihidroxibenzoato

Fonte: Adaptado de Rossi et al.”®.

Flavonodides dietéticos e seus metabdlitos podem apresentar efeitos
neuroprotetores com relacdo as doencas neurodegenerativas e deméncia. Um
estudo realizado por Beking & Vieira®’ avaliando o consumo e a associacdo
com o aparecimento da deméncia sugere que o consumo de flavondides na
dieta, especialmente flavondis, estd associado a menores taxas de deméncia

nos paises europeus estudados.
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A grande atencao dirigida aos polifendis presente nos alimentos para a
protecdo contra o envelhecimento do cérebro € devido a capacidade desses
compostos atravessarem a barreira hematoencefalica, que controla rigidamente

o fluxo no cérebro de metabdlitos e nutrientes, bem como de drogas™®.

Dentre as fontes temos a curcumina, um principio ativo da carcuma, que
€ um curcuminoide fendlico natural pertencente a familia Zingiberace ou do
gengibre e distribuidos por todo mundo tropical e regiées subtropicais sendo
amplamente distribuido em paises do Sudeste Asiatico. E usado como
conservante de alimentos, fitoterapico e possui uma série de propriedades
farmacoterapéuticas™°*°".

A clurcuma € usada em comida indiana, como uma especiaria,
principalmente como ingrediente em variedades de p6 de carry. Curcumina €
extraida do rizoma seco da Curcuma longa Linn. Uma série de estudos
experimentais tém demonstrado suas propriedades antioxidantes e potencial
neuroprotetor em varios modelos experimentais de neurodegeneracéo® %,

O resveratrol, um polifenol presente no vinho tinto, amendoim, feijao,
soja e romés, possui uma vasta gama de efeitos biologicos®. Recentemente as
atencdes estdo voltadas ao resveratrol devido & sua acdo neuroprotetora® in
vitro e vivo em modelos da doenca de Alzheimer, mas também apresentou

beneficios em acidente vascular cerebral isquémico, doenca de Parkinson,

doenca de Huntington e epilepsia®.

.54 com resveratrol

Pesquisa realizada por Karuppagounder et a
concluem que o inicio da doenca de Alzheimer pode ser atrasada ou atenuada

com o0 uso de dietas com agentes quimiopreventivos que protejam contra a
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formacado de placas ap e estresse oxidativo. Marambaud, Zhao and Davies®’
também fazem referéncia ao uso do resveratrol no tratamento da doenca de

Alzheimer com resultados positivos.

Frutas ricas em antocianina tém sido descritas com eficacia na melhoria
da memoéria em modelos animais®®. Estudo realizado por Shih et al.®®
mostraram a capacidade da amora em proteger contra o envelhecimento e

déficits cognitivos induzidos por dano oxidativo.
Outras Substancias

Avaliando outras substancias Prasanthi et al.®® demonstram que a
cafeina possui propriedades antioxidantes e apresenta uma reducgdo dos niveis
cerebrais de peptideo p-amiloide em modelos animais para o inicio precoce da

doenca de Alzheimer familiar.

CONCLUSAO

E evidente o efeito benéfico dos antioxidantes na satde da populagéo,
principalmente na idosa. Com relacdo as doencas neurodegenerativas ha a
necessidade de estudos voltados a determinacdo da quantidade necessaria de
ingestdo dos antioxidantes jA conhecidos e outras fontes que terdo agdo no

tratamento ou prevencéao de tais patologias.
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