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Resumo

RAPHAELLI, Chirle de Oliveira. Bioatividade de extratos fendélicos de mag¢a (Malus
domestica Borkh cv. Gala). 2019. 155f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019. Orientador: Prof. Dr. Leonardo

Nora.

Introducao: O consumo de maca, fruta rica em compostos fendlicos, € associado a diversos
beneficios a saude. Seus compostos bioativos estdo relacionados a redugéo de glicemia
em individuos diabéticos e a prevencao de diversos tipos de canceres. Além de serem
potenciais agentes antibacterianos. Material e métodos: Neste estudo, extratos
acetoetandlicos de maca cultivar Gala, colhidas em Vacaria, RS, Brasil, no ano de 2018,
foram concentrados por extracdo em fase solida para obtencdo de um extrato purificado e
quatro fracbes fendlicas. Para avaliar o potencial de utilizagdo destes extratos; na
alimentacdao, em cosméticos e medicamentos, os mesmos foram avaliados de diversas
formas: (1) composigao fendlica individual e total, (2) perfil fendlico, (3) termoestabilidade,
(4) fotoestabilidade, (5) estabilidade a mudangas de pH, (6) atividade antioxidante,
(7) atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas, (8) atividade antidiabética,
(9) potencial de prevengdo de morte celular em fibroblastos e (10) potencial
anticarcinogénico frente a células de melanoma (murino e humanas). Principais resultados:
Foram obtidos um extrato purificado e quatro fragdes onde foram encontrados flavonoides
e acidos fendlicos. Dentre estes, foram identificadas 5 subclasses de compostos fendlicos
entre acidos hidrocinamicos, flavonols, flavanols, antocianina e dihidrochalcona. Fracbes
lll, IV e extrato purificado apresentaram compostos similares e elevada atividade
antioxidante correlacionada ao conteudo de fendlicos em cada uma. A estabilidade deles
se manteve, especialmente entre os extratos na condicdo de armazenamento 6tima. O
extrato purificado foi capaz de reduzir até 34% a formacgédo de danos ao material genético,
ficando evidente a capacidade do produto reduzir a fragmentagdo do DNA induzida pela
radiacao ultravioleta em cultura de fibroblastos humanos, assim como, a fracéo Il reduziu

até 19%, a fracao lll reduziu 17 % e a IV 22 % de danos. Fragdes Ill e IV mostraram



atividade anticancer para células de melanoma. A fracao IV e o extrato purificado inibiram
efetivamente o crescimento de bactérias gram-positivas (Listeria monocytogenes e S.
Aureus). Especialmente o extrato purificado inibiu a acdo da enzima a-glicosidase.
Conclusbes: Conclui-se que o extrato purificado e fragdes de macga cv. gala podem ser mais
estudados para uso de ingredientes ativos na protegao da pele contra o fotoenvelhecimento
e cancer, sobre atividade antidiabética e também na preservacdo, sanidade e

funcionalidade de alimentos.

Palavras-chave: maca gala; extracdo por fase sdlida; efeito antimicrobiano; alfa-

glicosidase; melanoma.



Abstract

RAPHAELLI, Chirle de Oliveira. Bioactivity of phenolic extracts of apple (Malus
domestica Borkh cv. Gala). 2019. 155f. Thesis (Doctorate in Food Science and
Technology) - Postgraduate Program in Food Science and Technology, Department of
Agroindustrial Science and Technology, Faculty of Agronomy Eliseu Maciel, Federal

University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Introduction: The consumption of apple, fruit rich in phenolic compounds, is associated with
several health benefits. Its bioactive compounds are related to the reduction of glycaemia in
diabetic individuals and the prevention of several types of cancers. In addition to being
potential antibacterial agents. Material and methods: In this study, acetoethanolic extracts
of apple Gala cultivar, harvested in Vacaria, RS, Brazil, in the year 2018, were concentrated
by extraction in solid phase to obtain a purified extract and four phenolic fractions. To
evaluate the potential use of these extracts; (1) individual and total phenolic composition,
(2) phenolic profile, (3) thermostability, (4) photostability, (5) stability at pH changes, (6)
antioxidant activity, (7) antimicrobial activity against pathogenic bacteria, (8) antidiabetic
activity, (9) potential for preventing cell death in fibroblasts and (10) anticarcinogenic
potential against melanoma cells (murine and human). Main results: A purified extract and
four fractions were obtained where flavonoids and phenolic acids were found. Among these,
5 subclasses of phenolic compounds among hydrocinnamic acids, flavonols, flavanols,
anthocyanin and dihydrochalcone were identified. Fractions Ill, IV and purified extract
showed similar compounds and high antioxidant activity correlated to phenolic content in
each one. Their stability was maintained, especially among the extracts in the optimum
storage condition. The purified extract was able to reduce damage to the genetic material
by up to 34 %, with the ability of the product to reduce the fragmentation of DNA induced by
ultraviolet radiation in human fibroblast culture, as well as fraction Il reduced by up to 19%
fraction Ill reduced 17 % and IV 22 % damage. Fractions Ill and IV showed anticancer
activity for melanoma cells. Fraction IV and the purified extract effectively inhibited the
growth of gram-positive bacteria (Listeria monocytogenes and S. aureus). Especially the
purified extract inhibited the action of the a-glycosidase enzyme. Conclusions: It is

concluded that the purified extract and apple fractions cv. gala can be further studied for use

10



of active ingredients in the protection of skin against photoaging and cancer, on antidiabetic

activity and also in the preservation, sanity and functionality of foods.

Keywords: apple gala; solid phase extraction; antimicrobial effect; alpha-glucosidase;
melanoma.
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1. INTRODUGAO

A maca (Malus domestica Borkh) tem sua produgdo mundial em destaque
especialmente em regides de clima temperado. No Brasil, consolidou-se em 1989 e desde
la a safra do setor, que acontece entre fevereiro e abril, cresce a cada ano (KLANOVICZ et
al., 2010). No ano de 2017, sua producéo foi de 1.254.614 toneladas no ano de 2017 com
rendimento de 37.740 kg por hectare de area plantada, onde a regido sul representou 23%
da producgéo nacional e o estado do Rio Grande do Sul, 25% (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2017; FAO, 2019) devido as suas condicdes climaticas
subtropicais temperadas serem as mais parecidas as condi¢gbes exigidas pela planta
(KLANOVICZ et al., 2010).

A maca esta entre as seis frutas mais exportadas pelo Brasil, especialmente para
Estados Unidos e Unido Europeia (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA E, 2017). Dentre o equilibrio de receita financeira entre o total de
exportacoes (55.437.969 kg) e de importacdes (78.501.713 kg), o pais perde pelo menos
US$ 33.640.089 (BENNO et al., 2018) e isso provavelmente seja reflexo da exportagdo de
produto in natura e importagdo de produtos com maior valor agregado. No Brasil, parte da
safra é consumida tanto in natura quanto processada na forma de suco, geleia, puré e cidra,
uma menor parte € perdida durante a colheita e pds-colheita como transporte ou
armazenamento (KLANOVICZ et al., 2010).

O consumo de magas ou de seus derivados parece promover beneficios para
saude global dos individuos. Estudos epidemioldgicos mostram que existe forte relagao de
causa e efeito, entre ingestdo de frutas e hortalicas e beneficios a saude, incluindo a
prevencao de cancer, doengas coronarianas e neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson)
(HYSON, 2011).

Os compostos fendlicos, presentes na fruta, tanto na polpa e e principalmente na
casca da macga, tem sido relacionados a estes efeitos positivos, principalmente pelo
equilibrio redox que os fitoquimicos promovem (WOLFE; LIU, 2003; KALINOWSKA et al.,
2014; XU et al., 2016), pois eles desempenham papel fundamental na prevencédo de danos
oxidativos em biomoléculas e nas patologias associadas (HYSON, 2011).

Em suco de maca e cidra, os compostos fendlicos contribuem, significativamente,

nas caracteristicas sensoriais como cor, adstringéncia e amargor. Pela sua elevada
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atividade antioxidante, os polifendis também atuam como protetores celulares (BABBAR et
al., 2015) e tém sido elencados como inibidores de microrganismos patogénicos
(BAGAMBOULA et al., 2003). A deterioragdo de alimentos por microrganismos pode
manifestar-se como crescimento visivel (lodo, colbnias), como mudangas de textura
(degradacgao de polimeros) ou como alteragao de aroma (off-odors) e de sabor (off-flavors)
(GRAM et al., 2002), além de eventualmente também estarem presentes microrganismo
patogénicos e/ou suas toxinas (RAWAT, 2015). Frutas, hortalicas, plantas medicinais e
condimentares com maior concentragdo de fendlicos geralmente apresentam maior
atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo promissora a sua utilizacido no controle de
bactérias patogénicas ou deteriorantes em alimentos (ALBAYRAK et al., 2010).

Macas, independente de cultivar, contém quantidades significativas de compostos
fendlicos, os quais sao responsaveis por varios atributos sensoriais da fruta como cor,
amargor e adstringéncia (ALBERTI et al., 2016). Os principais compostos em macas
incluem acidos fendlicos (especialmente, acido clorogénico), flavandis (catequina,
epicatequina e procianidinas), dihidrochalconas (floridizinas), flavondis (glicosideos da
quercetina) e antocianinas (cianidina glicosideos) (TREUTTER, 2001; TSAO et al., 2005),
sendo os dois ultimos como regra geral, presentes exclusivamente na casca (AWAD et al.,
2001). Estudos em diferentes cultivares de maga evidenciam uma elevada atividade
antioxidante e inibicado de crescimento de células cancerigenas in vitro, como cancer de
mama, pele e outros. Frente as doengas crdnicas nao transmissiveis, ja existem evidéncias
cientificas que os compostos fendlicos, por seu potente poder de equilibrio redox, agem na
prevencdo e também no tratamento delas (TSAO et al., 2003; HARRIS et al., 2016).
Estudos demonstram que macgas contém elevado conteudo total de fendlicos e atividade
antioxidante (JELODARIAN et al., 2011).

Com base nisto, os compostos de maca poderiam ser utilizados no tratamento de
doencgas, especialmente as crénicas. O melanoma € uma forma agressiva de cancer de
pele que se desenvolve a partir de melandcitos derivados da crista neural, e possui elevado
potencial metastatico, fator que determina o curso do tratamento. Quando diagnosticado
em seus estados iniciais, 0 melanoma muitas vezes pode ser curado por cirurgia, porém,
quando diagnosticado nos estagios metastaticos, o progndstico é ruim, necessitando de

novas terapias que possam ter menores efeitos colaterais e danos aos pacientes. Neste
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sentido, a quercetina tem sido destaque em diversos estudos cientificos de revisao, in vitro
e in vivo (VARGAS; BURD, 2010; HARRIS et al., 2016).

Outra morbidade, amplamente distribuida mundialmente, que os compostos
referidos possuem efeito positivo na prevengao é a Diabetes Mellitus (TSAO et al., 2003).
Porém, além de prevenir, a ideia é usar os beneficios da fruta como agente substitutivo dos
hipoglicemiantes orais.

Muito embora a maca seja bastante estudada quanto aos seus beneficios para a
saude (LEONTOWICZ et al., 2002; BOYER; LIU, 2004), o uso de magad como fonte de
moléculas bioativas para uso farmacéutico e/ou industrial ainda € limitado (SHOJI et al.,
2004; JELODARIAN et al., 2012; FRANCINI; SEBASTIANI, 2013). Além da auséncia de
produtos nacionais a base de extratos derivados de macad para uso nas industrias
farmacéuticas, cosméticas ou alimenticias, vislumbrou-se a necessidade de desenvolver
diversos extratos ricos em fendlicos através do fracionamento e testar suas atividades
bioldgicas para uso posterior na producao de perfumes, produtos para higiene pessoal,
cosmeéticos para protecado da pele, e produtos com acao antioxidante e/ou antimicrobiana
para alimentos. Com base nisso, a ideia central de concentrar extratos de maneira nao
convencional na pesquisa com macas e verificar a bioatividade dos fendlicos em varias
frentes foi estudado, sendo um estudo inédito na area de fendlicos e de maca.

Este estudo constitui, uma etapa inédita na literatura de concentrar compostos
fendlicos da maca e faz parte do projeto tematico de pesquisa intitulado “Inovacao
tecnolégica para a elaboracdo de produtos que agreguem valor a cadeia da macgad’,
coordenado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Clima
Temperado de Pelotas, com a colaboragdo do Programa de Pés-graduagao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), dentre
outras Universidades e Instituicbes de Pesquisa.

Assim, neste estudo buscou-se gerar conhecimentos que subsidiem a utilizagdo de
extratos de maga como ingredientes ativos na protegao da pele contra o fotoenvelhecimento

e cancer, e também na preservacgao, sanidade e funcionalidade de alimentos.
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral

° Obter conhecimentos que subsidiem a utilizagdo de extratos hidroacetoetandlico
concentrados de maga como ingredientes ativos na protecdo da pele contra o
fotoenvelhecimento e cancer, sobre atividade antidiabética e também na preservacgao,

sanidade e funcionalidade de alimentos.

2.2 Especificos

o Purificar, fracionar e caracterizar qualitativamente o perfil fendlico de quatro fracées
e um extrato purificado de macga cv. Gala;

° Verificar a capacidade fotoprotetiva e antiproliferativa de compostos de maga em
culturas celulares de fibroblastos (MRC5) via testes in vitro;

° Testar a estabilidade dos compostos bioativos encontrados nas fragdes
cromatograficas frente a fatores edafoclimaticos extrinsicos e intrinsicos (temperatura,
luminosidade e pH) ao longo do tempo (0 h, 24 h e 48 h) a partir de sua atividade
antioxidante, conteudo total de fendlicos e conteudo total de antocianinas;

° Avaliar a capacidade anticarcinogénica/antiproliferativa de compostos de maga em
culturas epiteliais de linhagens tumorais de melanoma (murino B16F10, humano SK-Mel-
103) via testes in vitro;

o Testar extratos fendlicos contra bactérias patogénicas Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella enterica serovar Typhimurium);

o Avaliar o efeito inibitério do extrato purificado e das fracbes de maca sobre as

enzimas digestivas a-glicosidase e a-amilase.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas e propriedades fisico-quimicos da fruta macga cv. Gala

O género Malus compreende cerca de 55 espécies, dentre essas, a maga (Malus
domestica Borkh), com origem no Oriente Médio e Leste Asiatico, destaca-se pela sua
importancia na alimentagdo humana (HARRIS; ROBINSON; JUNIPER, 2002).

E popularmente conhecida e cientificamente classificada dentro desse género como
Malus domestica cv. Gala (HARRIS; ROBINSON; JUNIPER, 2002). Ela pertence a familia
Rosaceae, uma cultura de frutas de clima temperado. E uma das espécies frutiferas com
uma das frutas mais populares do mundo. Existe mais de 7.000 cultivares registradas
mundialmente (NOITON; ALSPACH, 1996). No Brasil, a cultura da macieira iniciou seu
desenvolvimento comercial comente na década de 70, porém sao inumeras as referéncias
sobre a introdugdo de cultivares, iniciativas de plantio ou fomentos anteriores a esse
periodo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MACA, 2019).

A maca, pela sua diversidade de adaptagao climatica, tornou-se a arvore frutifera
mais amplamente cultivada da zona temperada e uma das mais cultivadas no mundo. Apds,
citros, uva, e banana, é a quarta planta mais importante economicamente (HUMMER,;
JANICK, 2009). A macga é uma fruta climatérica é globosa com uma profunda depressao no
ponto de insercao da haste, que o prende aos ramos, possuindo coloracdo vermelha, no
caso da gala, ou verde, outras cultivares, podendo apresentar pequenas manchas
esverdeadas ou amareladas. Além do seu consumo fresco, uma quantidade significativa
de maca também é processada em produtos como em suco, concentrado de suco, sidra,
vinagre e produtos enlatados (RANA; BHUSHAN, 2016).

A macieira possui flores hermafroditas com um tipo gametofitico de
autoincompatibilidade controlada por um unico locus multialélico. A maga é um psudofruto
que nao se desenvolve a partir do ovario da flor e sim do receptaculo floral e se divide em
semente, endocarpo, mesocarpo e epicarpo. A figura 1 apresenta o desenvolvimento da
fruta e a maga ja formada com com suas partes polpa e polpa mais casca, além das
sementes, definidas em: epicarpo que é a casca, mesocarpo que é a polpa e endocarpo, a

semente.
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Figura 1. Psudofruto maca cv. gala.

O Brasil ocupa nona posi¢cao mundial em producdo de maga, com producao de 1,1
milh&o de toneladas no ano de 2018. No Brasil, os estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul respondem por 99 % da produgao nacional (BENNO et al., 2018). As proje¢des de
producao pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento indicam uma expansao
anual de 2,7 % na produgao brasileira de maca, devendo aumentar 29,8 % até o ano de
2023 (BRASIL, 2013; BENNO et al., 2018).

A maturagdo da maga cv. Gala inicia-se ao final de janeiro e segue até a segunda
quinzena de fevereiro. Porém, existem tecnologias de pds-colheita disponiveis que
permitem que essa cultivar seja armazenada até o final do ano do qual foi produzida
(BRASIL, 2013). A dogura € um dos principais impulsionadores da preferéncia do
consumidor pela fruta e, portanto, esta variavel é priorizada em programas de
melhoramento de macieiras. A dogura percebida na fruta pelo consumidor se da
principalmente pelo teor de sorbitol e ndo tanto pelo teor de agucar individual ou teor de
acgucar total. Autores descobriram que contribuicdo mais importante para a dogura doas
frutas é fornecida por varios compostos volateis, principalmente ésteres e farneseno
(APREA et al., 2017).
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O metabolismo primario e secundario da maga é ilustrado na figura 2. No
metabolismo primario o carbono resultante da fotossintese é utilizado na sintese de todos
os compostos organicos. Em 100 g de maga fresca ha cerca de 65 calorias, 83 % de agua,
15 g de carboidratos, 0,3 g de proteinas, 0,5 g lipideos e 2,1 g de fibra. Os micronutrientes
mais prevalentes sao: calcio (7,0 mg), magnésio (15,0 mg), fésforo (21,0 mg), potassio
(419,0 mg), vitamina A (10,0 mg), vitamina E (0,5mg) e vitamina C (2,0 mg)
(UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2019).

Recentemente, foi langada a Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos com
uma lista complementar de alimentos com a relagao de flavondides em amostras in natura.
Dentre os compostos presentes nas magas em mg/100g, estdo quercetina (0,4), catequina
(1,3), epicatequina (5,4) na fuji, quercetina (10,1), catequina (5,1) e epicatequina (10,4) na
gala e quercetina (2,3), catequina (1,6), epicatequina (5,5) na maca verde (UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO, 2017). Estes dados sdo de alimentos in natura e inteiro e ja se sabe que
o preparo do alimento, como descascamento ou coccéo, interfere na reducéo dos teores
destes compostos (D’ARCHIVIO et al., 2007).

CO, —————— Fotossintese —»l Compostos fenélicos |

D5

- C -
METABOLISMO PRIMARIO . Q‘f;ﬁzz i \ﬂ/
|
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\
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Figura 2. Metabolismo primario e secundario da macga cv. gala.
Adaptado de Vuolo, Lima e Maréstica-Junior (2019).
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Dentre os compostos do metabolismo primario, a pectina destaca-se como a fibra
soluvel mais importante na maca. Durante a digestdo gastro-intestinal, a pectina alcanga o
colon e sofre bioconversao extensiva pela microbiota colénica, produzindo metabdlitos que
podem ter efeitos locais no intestino, tais como reducdo no transito intestinal, melhor
esvaziamento gastrico e melhor absor¢do de nutrientes, além de sistémicos apds a
absorcao, especialmente na redugdo da colesterolemia e hiperglicemia (KOUTSOS;
TUOHY; LOVEGROVE, 2015).

A qualidade de consumo da maca é definida como a combinagao de diferentes
caracteristicas, tais como aparéncia, textura, sabor e valor nutricional. Ja em relagao a
maturacao da fruta, as variaveis mais correlacionadas sao teor de sdlidos soluveis, de
acidos, firmeza da polpa, cor da epiderme e ratio (razdo entre acidez total e teor de sélidos
soluveis) (JONGEN, 2002). Na maturagcdo da maca ocorre produgao de compostos
aromaticos, resultantes de vias metabdlicas complexas, de forma coordenada, em
diferentes tipos de células e organelas celulares. O acumulo de compostos volateis
depende de fatores genéticos, edafoclimaticos, praticas culturais, idade das plantas e
condicdes de colheita e de pds-colheita. Os compostos volateis ndo sdo produzidos em
quantidades significativas durante o crescimento da maga, mas aumentam durante o
periodo do climatério, quando a producao de etileno induz uma série de mudancgas fisicas
e quimicas na expresséao de certos genes e na atividade de certas enzimas (ESPINO-DIAZ
et al., 2016).

A aparéncia da fruta € um critério primordial na decisdo de compra da mesma, sendo
caracterizada pelo tamanho, forma, cor e auséncia de defeito para o consumo da fruta in
natura (STEFFENS et al., 2006). Porém, cerca de 30 % da produgéo nacional é destinada
a industrializagédo (sucos), seja por ndo apresentar o padrdo minimo para o0 consumo in
natura, em decorréncia de danos fisicos, fisiolégicos ou causados por pragas e doengas,
ou por falta com refrigeracédo de local para armazenamento pdés-colheita. Na producao de
suco, uma das principais formas de industrializagdo de maca, ocorre o descarte soélido
(bagago) composto por casca, polpa e semente (VILELA, 2014).

Novas tecnologias que permitam a utilizacdo desse descarte sélido, contribuirdo para
agregar valor a cadeia produtiva de maca. A utilizagdo de metabdlitos de macga na industria
cosmética tem tido destaque recente na economia nacional. Potencialmente, estes

metabdlitos podem ser utilizados em cosméticos, medicamentos, alimentos, bebidas, e
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suplementos alimentares, contribuindo para prevenir e tratar doencgas diversas (DUKHI,
TAYLOR, 2018).

3.2 Compostos bioativos da macga cv. Gala

Existe uma valorizagao crescente do consumo de alimentos ricos em substancias
protetoras da saude humana. Isto inclui a maga, rica em fitoquimicos com potencial para
atuarem como moduladores de processos de desenvolvimento de doencgas, incluindo o
cancer, doengas cardiovasculares, asma, diabetes, doencas pulmonares, Alzheimer e
outras doencgas degenerativas (GERHAUSER, 2008; HYSON, 2011). O consumo desta
fruta esta relacionado a efeitos positivos no envelhecimento e declinio cognitivo, controle
de peso, saude 6ssea, fungdo pulmonar, saude gastrointestinal e na sindrome metabdlica
(HYSON, 2011; DUKHI; TAYLOR, 2018).

A comunidade cientifica tem associado o consumo de macas a prevencao de
doencas, principalmente pelo elevado teor de compostos antioxidantes presentes nesta
fruta (HYSON, 2011). Os fendlicos da magad atuam como antioxidantes eficazes,
protegendo as células contra os efeitos prejudiciais dos radicais livres e inibindo a oxidagao
de lipoproteinas de baixa densidade.

Os metabdlitos secundarios presentes na maga, como os flavonoides,
isoflavondides, carotenoides e acidos fendlicos, sdo essenciais para o crescimento e
reproducao das plantas, inclusive interferindo em propriedades sensoriais como cor, aroma,
adstringéncia ou amargor. Os compostos fendlicos tém origem na via do chiquimato e do
fenilpropandide, que fornece diretamente os fenilpropandides, ou segue na via do malonato,
produzindo fendis simples, ou ambos (LIN et al., 2016). A figura 3 ilustra a estrutura basica

de um fenol.

OH

Figura 3. Estrutura quimica basica do fenol. Adaptado de Kim; Keogh; Clifton, 2016
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As atividades bioldégicas relatadas para macas estdo relacionadas com sua
composi¢cao quimica, principalmente com compostos fendlicos. Alguns alimentos, assim
como a maga, contém antioxidantes que inibem ou reduzem os danos causados pelos
radicais livres nas células (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Esses radicais livres sdo moléculas
organicas e inorganicas e atomos que contém um ou mais elétrons nao pareados, com
existéncia independente, e essa configuracao faz deles moléculas altamente instaveis, com
meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas (HALLIWELL, 1994). O desequilibrio
entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducédo de danos celulares pelos

radicais livres € chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993).
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Figura 4. Claséificagéo dos composfos fendlicos. Adaptado e traduzido de Kim; Keogh; Clifton, 2016.

Os antioxidantes sdo capazes de agir em diferentes etapas (prevencéo,
interceptacdo e reparagdo) e através de distintos mecanismos: reduzindo agentes
oxidantes pela doagao de hidrogénio, extinguindo o oxigénio singlet, e atuando como
quelantes de radicais livres (DEVASAGAYAM et al., 2004; IACOPINI et al., 2010).
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Diferentes grupos de compostos fendlicos tém caracteristicas bioldgicas diferentes,
e muito pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais eles poderiam contribuir para a
prevencao ou recuperacao de doencas. Macgas possuem elevados teores de polifendis, que
sao divididos em varios grupos, incluindo acidos hidroxibenzédicos, acidos hidroxicinamicos
e seus derivados, flavondis, diidrocalos, antocianoides, flavonoides monoméricos e
flavonoides oligoméricos (KALINOWSKA et al., 2014; HYUN; JANG, 2016).

A figura 4 ilustra a classificagdo dos compostos fendlicos. O termo "fenol" define
um composto com um anel fenil comportando um ou mais substituintes hidroxila, ou seja,
os compostos fendlicos possuem um anel aromatico e varios grupos hidroxila ligados a ele,
podendo ser classificados em diferentes grupos, em fungéo do numero de anéis fendlicos
que contém e dos radicais que ligam esses anéis a outro (MANACH et al., 2005; VUOLO;
LIMA; MAROSTICA JR., 2018). Os fendlicos possuem esta caracteristica antioxidante
especialmente por conter ligagao dupla no carbono 2 e 3 e em conjunto com um grupo 4-
carbonil, pois proporciona planaridade, expansao de elétrons e deslocamento entre anéis
adjacentes. A forma de C-glicosideo demonstrou maior capacidade antioxidante quando
comparado ao O-glicosideo em ensaios e a glicosilagdo também interfere com a
planaridade, metilacdo e no deslocamento de elétrons. A porc¢ao funcional também pode
influenciar a atividade antioxidante do composto, bem como as interagcbes sinérgicas e
antagénicas das moléculas (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JR., 2018).

Os fendis sao potentes antioxidantes que impedem as biomoléculas (proteinas,
acidos nucléicos, lipidios poliinsaturados e agucares) de sofrer danos oxidativos através de
reacdes mediadas por radicais livres. Existem dois mecanismos principais pelos quais os
antioxidantes realizam essas propriedades: inativacao de radicais livres e transferéncia de
elétrons para formar radicais estaveis (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JR., 2018).

Os compostos fendlicos também podem afetar positivamente ou negativamente as
caracteristicas sensoriais dos alimentos com impactos na cor, sabor e adstringéncia
(OLIVEIRA; CARVALHO; MELO, 2014). Ja na planta os fendlicos tém um papel
fundamental como compostos de defesa da planta frente a estresses ambientais, como luz
excessiva, baixas temperaturas, estresse hidrico (por excesso ou falta de agua), infec¢ao
de patdgenos, danos por herbivoros e deficiéncia de nutrientes e com isso podem levar a
um aumento na producao de radicais livres e outras espécies reativas nas plantas. Estes

estresses, sejam bidticos ou abidticos, estimulam fluxos de carbono das vias metabdlicas
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primarias para as secundarias, induzindo assim uma mudanca dos recursos disponiveis em
favor da sintese de produtos secundarios. Uma ligagéo interessante entre o metabolismo
primario e secundario acopla a acumulagdo do metabolito de estresse prolina com a
transferéncia de energia para a biossintese de fenilpropandide através da via oxidativa das
pentoses fosfato. A oxidacao alternada do NADPH pela sintese de prolina e redugao de
NADP+ pelos dois passos oxidativos da via das pentoses fosfato oxidativas leva ao
acumulo simultaneo de compostos fendlicos na planta (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JR.,
2018).

Os compostos fendlicos da macga, parecem atuar como antioxidantes naturais que
eliminam os radicais livres e/ou inibem sua producdo, estimulam a sintese de enzimas
antioxidantes e, assim, previnem o estresse oxidativo, que resultariam em danos as
moléculas estruturais do corpo (HIDER, R.C.; LIU, Z.D.; KHODR, 2001; NIJVELDT et al.,
2001; Ll et al., 2014).

A estrutura dos flavonoides é composta de um nucleo de 3 anéis, dependendo da
presenca de um grupo 3-OH e uma ligacdo dupla a 2, as familias flavona, flavanol e
flavanona séo geradas. As antocianidinas tém um anel C totalmente aromatizado e, como
resultado, sdo carregadas positivamente. Os taninos também estdo relacionados aos
flavondides, mas geralmente estdo presentes como polimeros de alto peso molecular.
Chalconas sao compostos arilcetonicos relacionados, nos quais o anel C nao existe.
Existem enormes variagdes estruturais a medida que diferentes substituicdes entram em
jogo nesse esquema (GONZALEZ et al., 2011).

Macéas contém uma variedade de compostos fendlicos como (+) -catequina e (-) -
epicatequina (flavan-3-6is ou flavanois), floridizina (di-hidrocalcono glicosideos), quercetina
(flavondis), cianeto (antocianidinas), cianidina-3- O-galactésido (antocianinas), acido
clorogénico (acidos fendlicos) e hidroxicinamas (acido p-cumarico). Estudo de revisao de
literatura mostrou que os efeitos da cultivar podem ser relevantes, a variabilidade genética
dentro do germoplasma de macieira pode fornecer uma variagdo genética significativa na
composicao polifendlica, pois o conteudo total de polifendis varia entre 56 mg acido
galico/ 100 g de massa fresca e 221 mg acido galico / 100 g de massa fresca em cultivares
macad Gala e Panaia, respectivamente (FRANCINI; SEBASTIANI, 2013). Também
revelaram que o conteudo polifendlico por fruta € bastante variavel: 19,6 mg - 55,8 mg

(flavan-3-ols), 17,7 mg - 33,1 mg (flavondis) e 10,6 mg - 80,3 mg (acido clorogénico),
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1,0 mg - 9,3 mg (florentina), e 0,1 mg - 6,5 mg (antocianina) (FRANCINI;SEBASTIANI,
2013) (Figura 5).

Na figura 5 percebe-se que os compostos fendlicos estao diferentemente distribuidos
na fruta e que o epicarpo é mais rico em compostos do que os outros tecidos da maca.
Alguns grupos de flavonoides sao quase exclusivamente encontrados no epicarpo, como
antocianinas e flavondis (glicosideos da quercetina). Por outro lado, flavan-3-ol
monomeéricos e poliméricos sdo os principais fendlicos do epicarpo e mesocarpo e podem
representar cerca de 60 % do total de compostos fendlicos em magas. Floridizina, que pode
ser usado como um biomarcador quimico de produtos de maga, esta distribuida no epicarpo

€ mesocarpo, bem como os acidos hidroxicinamicos (ALBERTI et al., 2017).

Polpa e > Casca*
S~— y — mg /g (b.s)
(+)- Catequina 0,99-4,42
*\ (-)-Epicatequina 1,2-5,75
Rutinina 2,76-11,4
Floridizina 0,71-2,42
Acido clorogénico 0,26-2,33
> Semente*
mg /100 g (f.f)
/:’/ // % (+)- Catequina 1,19-1,25
e (-)- Epicatequina 2,08-3,87
Polpa + Casca Rutinina -
mg/g (b.s) mg/100 g (f.f) Floridizina 256,9-439,89
(+)- Catequina 0,38-1,47 0,74-4,45 Acido clorogénico 50,29-51,80
(-)- Epicatequina 0.38-1,28 9,81-19,65
Rutinina 0,37-1,59 0,20-0,62
Floridizina 0,11-0,43 -
Acido clorogénico 0,25-2,31 12,17-63,05
Acido cafeico - 0,96-3,47

Figura 5. Concentragdes das moléculas de polifendis na semente, casca e casca mais polpa. b.s: base
seca; f.f.; fruta fresca; - ndo medido. (FRANCINI; SEBASTIANI, 2013)

A propriedade antioxidante da maca tem sido confirmada por conter elevado teor de
polifendis distribuidos na epiderme e na polpa (REAGAN-SHAW et al., 2010). Em particular,
as proantocianidinas oligoméricas parecem ser as mais determinantes da atividade
antioxidante de extratos de macga (VANZANI et al., 2005).
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Ja os acidos fendlicos (acidos fenolcarboxilicos) sao fendis que incluem substancias
contendo um anel fendlico e pelo menos uma fungdo de acido carboxilico organico. A
presenca de acido fendlico, especialmente cafeico e p-cumarico que possuem na posicao
3,4 uma di-hidroxilagdo no anel fendlico, resulta em significante atividade antioxidante em
plantas (GOLENIOWSKI et al., 2013). Os acidos hidrocinanicos possuem um grupo fenil
substituido por um grupo carboxilico e um ou mais grupos OH na sua estrutura quimica,
onde a diferenca entre eles estd também no comprimento da cadeia contendo o grupo
carboxilico. Os acidos hidroxicindmicos possuem um esqueleto basico de C6C3
(fenilpropandide) e o mais abundante em alimentos vegetais € um éster de acidos cafeico
e quinico, denominado acido clorogénico (acido 5-cafeoilquimico) e o acidos clorogénicos

(acido 4-cafeoilquinico) também sdo comuns (LA ROSA et al., 2018) (figura 6).

Hydroxycinnamic acids

HO o)
Chlorogenicacid (5-caffeoylquinicacid)
(0]
HO OH
£
R2 R~| HO NS O‘\“. OH

OH
R1 R2 HO
p-Coumaric acid (4- H H
hydroxycinnamic)

Caffeic acid OH H
Ferulic acid OCH3; H
Sinapic acid OCH; OCHj;

Figura 6. Estrutura quimica dos acidos fendlicos (LA ROSA et al., 2018).

A quantidade desses compostos bioativos na maga é muito variavel, dependendo do
ambiente de cultivo (regido geografica), localizacdo da fruta na planta, tempo de
armazenamento, e época de colheita (FENG et al.,, 2014). As variagdes existentes no
conteudo de fitoquimicos ou atividade antioxidante podem ser relativas ao periodo de
crescimento, estagao de crescimento, localizagao geografica, tipo de amostra, métodos de
extracdo utilizados e a variacdo de cultivar. Além disso, autores descrevem que 0s

compostos fendlicos ocorrem em maior concentragdo na casca quando comparados com a
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polpa da maga (WOLFE; LIU, 2003; LATA; TRAMPCZYNSKA; PACZESNA et al., 2009;
MOO-HUCHIN et al., 2015). A casca também contém maiores concentragdes de acidos
ascorbico e succinico (FENG et al., 2014).

Wang e colaboradores (2014) demonstraram que a maga cv. Gala contem
consideraveis quantidades de fendlicos, flavonoides, flavondis, antocianinas. As
antocianinas, caracterizadas pela sua cor vermelho-azul-laranja, possuem diferentes
numeros de hidroxilas na molécula, com diferentes graus de metilagdo das mesmas.
Diferentes agucares se ligam em diferentes posigdes a molécula de antocianina, com acidos
alifaticos ou aromaticos, de diferentes naturezas, ligados aos mesmos (PASCUAL-TERESA
et al., 2013).

A estrutura quimica de um flavonoide, demonstrada na figura 7, é o nucleo flavana,
que consiste em 15 atomos de carbono dispostos em trés anéis fendlicos e se diferenciam
no grau de saturagao, oxidacado e hidroxilagdo do anel C e sao divididos em diferentes
subclasses: flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavandis e antocianidinas
(OLIVEIRA; CARVALHO; MELO, 2014).

As antocianinas, na natureza sao invariavelmente glicosiladas e contém o cétion
flavilium, que confere a esses flavonoides propriedades unicas de serem pigmentos
soluveis em agua e suas alteragdes de cor em relagado ao pH da matriz. Por exemplo, em
pH baixo, eles aparecem em rosa, roxo em condi¢gdes neutras e amarelo esverdeado em
pH basico, tornando-os indicadores naturais de pH. Se o pH é muito alcalino, eles séo
incolores (LA ROSA et al., 2018).
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1
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Figura 7. Estrutura quimica dos flavonoides. (LA ROSA et al., 2018).
R1: radical1; R2: radical2
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Estes antioxidantes naturais, particularmente presentes em frutas e hortalicas tém
ganhado interesse crescente dentre os consumidores e a comunidade cientifica, porque
estudos epidemioldgicos tém indicado que o consumo frequente desses compostos
naturais esta associado a um menor risco de doencgas cardiovasculares e cancer (TEMPLE,
2000). Extratos de maga ricos em polifendis resultaram em inibicdo de atividade citosodlica
da proteina quinase C (enzima superespressa no cancer) e apresentaram papel na
supressao do crescimento de células de cancer humano in vitro (LIU; SUN, 2003).

Compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal como um
mecanismo de protecdo das plantas contra estresses bidticos e abidticos e, assim, sao
regularmente consumidos na dieta humana (ZHANG; TSAO, 2016). Estudos sugerem que
alimentos ricos em compostos fendlicos contribuem para preveng¢ao de doencgas cronicas,
incluindo o desenvolvimento e o risco de cancer (YANEZ et al., 2004; SEGUIN et al., 2013).
Também contribuem para retardar o envelhecimento e morte celular devido aos seus efeitos
antiproliferativo e antioxidante (WANG et al., 2013). Diferentes respostas sdo obtidas de
acordo com o tipo ou grupo de composto antioxidante frente a diferentes tipos de cancer
(SAK, 2013). Varias substancias derivadas de plantas (acidos fendlicos, catequinas,
isoflavonas, quercetinas, resveratrol, lignanas, dentre outros) tém sido estudadas com
sucesso para inibicdo de cancer (LAMBERT et al., 2005; SAEIDNIA S.; ABDOLLAHI M,
2013; SAK, 2014).

Compostos polifendlicos contribuem no desenvolvimento da cor, aroma, sabor e
atividade metabdlica em alimentos de origem vegetal (HYSON, 2011). Sun e colaboradores
(2002) encontraram 296,3 (+ 6,4) equivalentes de acido galico em 100 g de maca. Ja
Gardner e colegas (2000) encontraram concentragdes de polifendis ainda maiores em
sucos comerciais de fruta. A casca de maga pode conter o dobro da quantidade de fendlicos
totais encontrada na polpa de maga (GORINSTEIN et al., 2001; WOLFE; LIU 2003). Ja a
concentracido de acido ascorbico, também reconhecido como composto antioxidante, nas
células vegetais é controlada pela biossintese e reciclagem, em sincronia com o
crescimento da planta, para proporcionar resisténcia ao estresse, sendo que sua
disponibilidade depende principalmente de biossintese (ISHIKAWA; DOWDLE;
SMIRNOFF, 2006; HANCOCK; VIOLA, 2005; GIOVANNONI, 2007).
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A quercetina, um tipo de flavonoide, tem sido creditada a fungdo de prevencao de
danos induzidos pela radiagao UV (ultravioleta) (SOLOVCHENKO; SCHMITZ-EIBERGER,
2003; CASAGRANDE et al., 2006). Outros estudos atribuem a mesma a fungao de protecao
contra espécies reativas de oxigénio (GRUIJL, 2002).

Varios estudos demonstram que ha distintas substancias bioativas em frutas e
hortalicas, de modo que os efeitos resultantes do consumo das mesmas nao podem ser
atribuidos a uma substancia em particular, uma vez que podem ser decorrentes de
complexas interagdes entre varias substancias (IACOPINI et al., 2010).

Substancias bioativas de maca parecem influenciar na protecéo contra a proliferagcao
de células e producao de tumor, na resposta inflamatéria, na apoptose, na diferenciagao
celular, e na agregacao das plaquetas, dentre outros efeitos (WILLIAMSON; MANACH,
2005; VEERIAH et al., 2007; HYSON, 2011). Por exemplo, a partir de um estudo in vitro,
foi demonstrado que bioativos presentes no suco de macga parecem proteger o intestino
contra o dano celular oxidativo, em decorréncia da presenca de rutina, epicatequina e acido
cafeico, que atuam como agentes redutores no dano oxidativo ao DNA. Ja o acido
clorogénico diminuiu de forma eficiente o nivel de espécies reativas de oxigénio celular e a
quercetina apresenta maior capacidade antioxidante em linhagens de células do célon
humano (SCHAEFER et al., 2006).

Em cultivo celular, os taninos derivados de macad apresentaram efeito
imunomodulador na atividade antagonista para células T que participam de respostas
imunes inatas de hospedeiro contra patdégenos (HOLDERNESS et al., 2007). Estudos com
cobaias forneceram as primeiras evidéncias de que um extrato de casca de macga fresca
pode inibir a carcinogénese induzida pela irradiagao ultravioleta e sugerem que este efeito
pode decorrer da propriedade antioxidante do referido extrato (DING et al., 2004).

Diante disso, as diferentes substancias bioativas presentes na macga, isoladas ou
combinadas, tém potencial prevenir ou tratar enfermidades humanas. O desenvolvimento
de novos produtos, que protejam a saude do individuo contra os efeitos deletérios da
exposicao solar, de radicais livres e de microrganismos, € uma das alternativas para

agregar valor a cadeira produtiva da maca.
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3.3 Efeitos dos compostos bioativos da maga na prevengao e no tratamento do
cancer

A incidéncia global de cancer aumentou aproximadamente 20 % no decorrer da
ultima década, principalmente em paises de baixa e média renda. Em 2020, até 70 % do
total de casos novos anuais de cancer sao esperados para ocorrer em paises em
desenvolvimento. Ainda é dificil determinar, com exatidao, os custos e os encargos dessa
morbidade ao sistema publico de saude brasileiro. Sabe-se que o investimento publico em
programas de prevencgao do cancer de pele e detecgao precoce mostram um forte potencial
para beneficios a saude e econdmicos ao pais (GORDON; ROWELL, 2015).

O cancer de pele € um problema crescente para os servigos de saude, em todo o
mundo, especialmente devido a sua morbidade e altos gastos com diagndstico e
tratamento. Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgaos,
podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo (BRASIL, 2017). Dentre o
total de canceres, o de pele, tipo melanoma e ndo melanoma, sdo 0s mais comuns em
populacdes de cor de pele branca com uma taxa de incidéncia crescente em todo o mundo,
porém, com taxa de mortalidade estavel (LEITER; GARBE, 2014).

O cancer de pele ndao-melanoma, o qual inclui o carcinoma basocelular e o
carcinoma espinocelular, € o cancer mais frequente em populagcdes de pele clara
(SAMARASINGHE; MADAN, 2012). Em paises como Australia, sua prevaléncia estd em
torno de 2 % (PERERA et al., 2015). No Brasil, o ndo melanoma, subdividido em carcinoma
basocelular ou carcinoma epidermaéide, € o mais incidente no pais, sendo responsavel por,
aproximadamente 1/5 dos casos novos de cancer. Porém, tem altos indices de cura e sua
taxa de mortalidade € uma das mais baixas. J& o melanoma é responsavel por
aproximadamente 5% dos casos de cancer da pele, e possui uma alta letalidade,
principalmente pela sua alta capacidade de desenvolvimento de metastases. Geralmente,
0 prognoéstico para pacientes com melanoma metastatico de alto risco ou avangado
continua a ser ruim apesar dos avancos no campo de pesquisa para tratamento deste
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2002).

Em 2015, a taxa de incidéncia global de melanoma foi de 351.880 casos e foi
responsavel por 59.782 mortes globais (KARIMKHANI et al., 2017). No Brasil, depois de

2000, as incidéncias em homens e mulheres comecaram a subir passando de 2,52 para
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4,84 em homens e de 1,93 para 3,22 por 100.000 habitantes em mulheres (DE MELO et
al., 2018). Este cancer, apesar de sua incidéncia ser baixa (2.920 casos novos em homens
e 3.340 casos novos em mulheres) sua letalidade é elevada BRASIL, 2018), sendo o tipo
mais agressivo de cancer de pele, devido a sua alta possibilidade de metastase.

As crescentes taxas de incidéncia provavelmente sido causadas por uma
combinagao de aumento da exposic¢ao a radiagao ultravioleta (UV), aumento de atividades
ao ar livre, mudangas no estilo de se vestir, 0 aumento da longevidade, redugdo da camada
de ozébnio, a heranga genética e, em alguns casos, a supressao imunoldgica (LEITER;
GARBE, 2014). No Brasil, principalmente na regiao sul, ha o predominio da colonizagéo por
individuos de pele branca, descendentes de europeus, que eleva a chance dos individuos
terem cancer de pele (ROCHA et al., 2004).

A exposicao excessiva ao sol € o agente etiolégico ambiental mais importante na
ocorréncia de cancer de pele, especialmente do tipo melanoma (FERRUCCI et al., 2014)..
De acordo com o comprimento de onda, os raios ultravioletas (UV) sao classificados em
raios UV-A (320 nm 400nm), UV-B (280 nm 320 nm), e UV-C (100 nm 280 nm), sendo
UV-C os mais nocivos em decorréncia do menor comprimento de onda e consequente
maior poder de penetragcao. Em decorréncia da destruicdo da camada de oz6nio, os raios
UV-B, que estado intrinsecamente relacionados ao surgimento do cancer de pele, tém
aumentado progressivamente sua incidéncia sobre a terra. Da mesma forma, tem ocorrido
um aumento da incidéncia dos raios UV-C, que sao potencialmente mais carcinogénicos do
que os UVB (FAHLMAN; KROL, 2009). Por sua vez, os raios UVA independem desta
camada, e causam cancer de pele em quem se expde a eles em horarios de alta incidéncia,
continuamente e ao longo de muitos anos. UV é classificada como um "carcindégeno
completo" porque é tanto um agente mutagénico quanto um agente prejudicial nao
especifico e possui propriedades de um iniciador de tumor e de um promotor de tumor.
Apesar de beneficiar a saude humana através da mediacao da sintese natural de vitamina
D e endorfinas na pele, os raios UV tem efeitos deletérios quando suas doses sio elevadas
por exposicao excessiva (HUSSEIN, 2005; D’'ORAZIO et al., 2013).

A geracgao de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species - ROS) induzida
por UV na pele desenvolve o estresse oxidativo quando a sua formacao excede a
capacidade de defesa antioxidante. A redugcao desse estresse pode ser obtida reduzindo a

exposicao ao UV e / ou aumentando os niveis de defesa antioxidante para evitar a produgao
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dos radicais. A unica protegcao endoégena da nossa pele € a melanina e os antioxidantes
enzimaticos. A melanina, o pigmento depositado por melandcitos, € a primeira linha de
defesa contra a radiagao UV e os consequentes danos ao DNA de células da pele, mas
com limitada eficacia. Uma segunda categoria de defesa € o processo que remove ou
repara as biomoléculas danificadas antes que elas possam causar alteragdes no
metabolismo celular e consequente desencadeamento de tumor e aqui entram em atividade
os antioxidantes (GODIC et al., 2014).

O dano causado pelas radiagdes nas estruturas celulares cutdneas, inclusive a
alteracao da estrutura de biomoléculas, resulta em alteragdes morfoldgicas. Até o momento,
a principal estratégia para retardar o fotoenvelhecimento é a aplicagdo de cosméticos
protetores sobre a pele e / ou a ndo exposicao a radiagdes danosas. Cabe enfatizar que a
pele € a primeira linha de defesa do organismo contra perturbagdes externas, como
radiacao ultravioleta, agentes quimicos e mecanicos e infec¢gdo por microrganismos (PARK,
2015).

Para o melanoma, os fatores de risco incluem também fatores ambientais e
genéticos. Evidéncias epidemioldgicas mostram um risco aumentado de melanoma dentre
aqueles com uma elevada exposicao a radiacado UV solar. Sabe-se que a taxa de melanoma
quase triplicou na populagdo americana branca nos ultimos 20 anos (LONG et al., 2012).
No Brasil, o cancer mais frequente é o de pele, correspondendo a cerca de 25 % de todos
os tumores diagnosticados em todas as regides geograficas e a estimativa de novos casos
de melanoma em 2016 totalizou 5.670 (3 mil casos novos em homens e 2.670 em
mulheres), especialmente em individuos da regido Sul do pais (BRASIL, 2017).

Tem se verificado que a exposicdo a radiacdo UV pode estar associada com
aproximadamente 65 % dos casos de melanoma e 90 % dos ndo-melanomas (LINOS et
al., 2009). Esta bem estabelecido que a exposi¢cado crénica a radiagdo UV €& uma das
principais causas de cancer de pele. Estudos clinicos demonstraram que o aumento da
frequéncia de queimaduras solares aumenta o dano ao DNA. Este dano ocorre pela
formagao de adutos de DNA (compostos carcinogénicos estruturalmente diversos ligam-se
covalentemente ao DNA formando adutos) e/ou pela formagao de radicais livres, que
promovem a formacgao de tumores através de varios caminhos na célula (DENNIS et al.,
2008; INYOUNG; YU-YING HE, 2014). Os efeitos genotdxicos diretos da radiagao UV sao

devido a formagéao de fotoprodutos celulares e tém efeitos diretos sobre material genético
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e efeitos indiretos mediados pelo aumento dos niveis das espécies reativas de oxigénio
(LOBO et al., 2010; REIS et al., 2014). A pele contém defesas antioxidantes, que anulam
os radicais livres, porém, essas defesas sao superadas se a dose de radiacdo UV for alta
o suficiente para desequilibrar o estado redox, provocando danos nos componentes
celulares, como proteinas, lipidios e DNA (KIM et al., 2015). A detecgdo de danos no DNA
tornou-se um dos temas mais importantes nos campos de pesquisa de DNA, devido ao
papel crucial do DNA na mutagénese, na carcinogénese e no envelhecimento. Se a triagem
rapida, econdmica e sensivel de novos produtos quimicos in vitro para toxicidade potencial
e antes de sua exposi¢cao ao meio ambiente em uso comercial € de grande importancia
(ENSAFI et al., 2015). A radiagao UV-B é um dos componentes solares energéticos mais
importantes que pode levar a formacao de trés classes principais de lesdes de DNA, como
dimeros de pirimidina ciclobutana (CPDs), fotoprodutos de pirimidina 6-4 pirimidona (6-
4PPs), e seus Isdbmeros Dewar (RASTOGI et al.,2010).

Disturbios ou danos na pele podem ser uma série ameaga a saude do paciente ou
mesmo a vida (DZIALO et al., 2016). A exposi¢ao solar € a principal causa ambiental do
melanoma, que junto com n&o-melanoma, sdo os tipos mais comuns de cancer em
populacdes brancas e mostram uma taxa de incidéncia crescente em todo o mundo, mas
uma taxa de mortalidade estavel ou decrescente (LEITER; GARBE, 2008). Como a
radiagao ultravioleta pode causar queimaduras solares, rugas, menor imunidade contra
infecgdes, envelhecimento prematuro e cancer, ha uma necessidade permanente de
protecdo contra a radiacdo UV e a prevencdo de seus efeitos colaterais (KORAC;
KHAMBHOLJA, 2011; BRASIL, 2017). A exposi¢cdo solar pode ser classificada como
exposicao intermitente, crbnica ou cumulativa, e cada uma parece ter um efeito diferente
no tipo de melanoma (BERWICK et al., 2016).

O melanoma cuténeo é um tipo de cancer de pele que tem origem nos melandcitos
(células produtoras de melanina, substancia que determina a cor da pele) e tem
predominancia em adultos brancos. Segundo dados da Organizagdo mundial da Saude, a
incidéncia do melanoma vem aumentando gradativamente nas ultimas quatro décadas com
cerca de 200 mil novos casos de melanoma por ano em todo o mundo (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2019)

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a 25 % de

todos os tumores malignos registrados no Pais, o melanoma representa apenas 4 % das
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neoplasias malignas do érgéo, apesar de ser o mais grave devido a sua alta possibilidade
de metastase (MATATALL et al., 2013). Além disso, o melanoma é extremamente resistente
as radioterapias, imunoterapias e quimioterapias e, muitas vezes, com elevado custo
(TIAGO et al., 2014). Por exemplo, a vimblastina, um alcaloide, muito utilizado no
tratamento quimioterapico, tem um baixo rendimento quando biossintetizado a partir da
vinca-de-Madagascar (Catharanthus roseus (L.) G. Don) (VERMA et al., 2007).

Quando o melanoma passa para o estagio de metastase, o tumor adquire um perfil
maligno que resulta em um prognéstico muito fraco (fase lll, estagio avangado) para os
pacientes (TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). As células malignas sao caracterizadas
por proliferacdo excessiva, incapacidade de se diferenciar ou realizar apoptose em
condigdes normais € uma vida prolongada ou imortalizada (DAI; MUMPER, 2010). O
melanoma cutaneo € a forma mais agressiva de cancer de pele e é caracterizado por alta
taxa de metastase em 6rgaos como cérebro, ossos, pulmdes e submucosa do intestino
delgado (ZBYTEK et al., 2008).

O progndstico desse tipo de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos
estadios iniciais, pois, em estagios avangados pode realizar metastase para outros 6rgaos
e apresentar elevada letalidade (BRASIL, 2016). Nos ultimos anos, houve uma grande
melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido a detecgao
precoce do tumor. Porém, a estimativa de novos casos de melanoma para o ano de 2016
€ de 6.230 (BRASIL, 2016). Alguns fatores de risco do melanoma séao ter pele clara,
exposicao excessiva ao sol, histéria prévia de cancer de pele, histéria familiar de melanoma,
nevo congénito (pinta escura), maturidade (apds 15 anos de idade a propensao para este
tipo de cancer aumenta), ter xeroderma pigmentoso (doenga congénita que se caracteriza
pela intolerancia total da pele ao sol, com queimaduras externas, lesdes crénicas e tumores
multiplos) e nevo displasico (lesbes escuras na pele com alteragdes celulares pré-
cancerosas) (INCA, 2002).

Nesse sentido, algumas evidéncias apresentam os antioxidantes como
impedidores de danos celulares induzidos por radicais livres que estimulam a formacao de
células cancerigenas (REIS et al., 2014). Geralmente, os estudos mencionam a importancia
do consumo de alimentos ricos em antioxidantes na prevencido de doencgas crdnicas nao
transmissiveis, incluindo varios tipos de cancer, inclusive cancer de pele (CHINEMBIRI et

al., 2014). Outros, sugerem que o aumento da atividade anticancerigena esta
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correlacionado com o aumento na quantidade de compostos de polifendlicos de um extrato
e varios tipos de flavonoides promovem a apoptose em células cancerigenas
(TUNGMUNNITHUM et al., 2018).

Por exemplo, extratos de antocianina e antocianidinas de mirtilo inibem
significativamente a viabilidade e proliferacao de células de melanoma B16-F10 e induziram
apoptose celular (WANG et al., 2017). Além disso, os fendlicos podem inibir a formagao e
o crescimento de tumores por regulagéo do ciclo celular e/ou estimulagao de apoptose
celular. Os fendlicos podem atuar bloqueando algumas proteinas do ciclo celular do
desenvolvimento do cancer, tais como ciclinas e ciclinas dependentes ou induzindo a
expressao génica de p21, p27 e p53 (DAI; MUMPER, 2010).

Os polifendis do cha verde contem uma mistura natural de monémeros de
epicatequina foram testados no crescimento de células de cancer de melanoma e o
mecanismo molecular subjacente a esses efeitos usando diferentes linhas celulares de
melanoma humano como um modelo in vitro. O tratamento de linhas celulares de
melanoma (A375, Hs294t, SK-Mel28 e SK-Mel119) com eles inibiu significativamente a
viabilidade celular bem como a capacidade de formacido de coldénias de células de
melanoma de um modo dependente da dose. Esses efeitos foram associados a uma
inibicdo significativa da atividade da histona desacetilase, redugcédo nos niveis de proteinas
classe |, aumento da atividade da histona acetiltransferase e inducdo de danos no DNA,
como detectado pelo ensaio cometa, em melanoma células (PRASAD; KATIYAR, 2015).

Antioxidantes como os compostos fendlicos desempenham o papel principal no
combate contra as espécies de radicais livres que sdo a principal causa de numerosas
mudancas negativas da pele, incluindo o melanoma (KORAC; KHAMBHOLJA, 2011). Eles
atuam de forma protetora ou atenuam a progressao de certos disturbios da pele (por
exemplo, rugas, acne) e cancer de pele (DZIALO et al., 2016). A estrutura aromatica dos
fendlicos é a caracteristica significativa do stress oxidativo, nomeadamente na prevencao
da formacéao e eliminagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS)
(DZIALO et al., 2016). Experimentos in vitro e in vivo demonstram que estes compostos
atuam prevenindo ou reduzindo o melanoma.

E relevante mencionar que o estudo de compostos agrupados, diferente do estudo
de individualizado de compostos, € importante para avaliar sinergismo e antagonismo entre

os mesmos. Geralmente uma combinacido de diferentes fendlicos exerce melhor efeito
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antioxidante e anticancerigeno no melanoma do que um determinado fendlico
individualmente (DAI; MUMPER, 2010) e isso também acontece em outros tipos tumor
(DRIGLA, et al., 2016). A acao sinergistica entre fendlicos ou a agao sinergistica entre
fendlicos e farmacos pode inibir ou reverter o processo de formagdao de tumor. Ha
compostos que exibem atividade biolégica quando agrupados com distintos compostos,
mas quando testados isoladamente perdem atividade, total ou parcialmente. Os polifendis
interagem de forma aditiva, sinérgica ou antagonicamente ndo apenas com outros fendlicos
(LEWANDOWSKA et al., 2014). Como exemplo, a quercetina apresenta propriedades
protetoras contra a formacado de cancer e sua progressao e possui diferentes efeitos

sinérgicos e antagbnicos de sua atuagao bioldgica anti-metastatica (ASENSI et al., 2011).

3.4 Efeitos dos compostos bioativos da mag¢a contra microrganismos

A contaminagdo por microrganismos deteriorantes e / ou patogénicos e a oxidagao
de alimentos podem comprometer suas caracteristicas sensoriais (aroma, cor, sabor e
textura) e nutricionais, e ainda produzir substancias citotéxicas e genotoxicas, deletérias
para a saude humana (SOHAIB et al., 2017). A deterioragdo de alimentos pela agéao de
microrganismos pode manifestar-se pelo crescimento visivel (mofo, colénias), e por
alteracdes texturais (degradacédo de polimeros), de aroma (off-odor) e sabor (off-flavor)
(GRAM et al., 2002), além de apresentar maior risco de ocorréncia de infecgcado e/ou
intoxicagao alimentar (RAWAT, 2015).

Variedades de maca com maior teor de compostos fendlicos podem ter maior
atividade antimicrobiana. Portanto, os extratos que concentram os polifendis sao
interessantes para testar sua agdo contra microrganismos (ALBAYRAK et al., 2010).
Agentes antimicrobianos, incluindo conservantes de alimentos, tém sido usados para inibir
bactérias transmitidas por alimentos e para estender a vida util dos alimentos processados.
Muitos extratos de plantas, ervas e especiarias possuem propriedades antimicrobianas e
podem ser usados como fonte de agentes antimicrobianos para controlar o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis em alimentos (ALBAYRAK et al., 2010;
BAGAMBOULA et al., 2003).

Os polifendis sdo compostos do metabolismo secundario da planta que podem se

acumular em certos 6rgaos vegetais, como folhas, frutos, raizes e hastes. Eles tém diversas
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fungdes bioldgicas, inclusive na defesa contra microrganismos patogénicos e herbivoros
(VOGT, 2010; OLIVEIRA; CARVALHO; MELO, 2014).

Em alimentos, a bactéria Escherichia coli é a principal causadora de diarréia em
paises em desenvolvimento, ja a bactéria Salmonella é a mais comuns dentre os patdégenos
transmitidos por alimentos, principalmente através da carne, aves, ovos e leite (WHO,
2013).

Outra bactéria de grande preocupagdo na industria alimenticia € a Listeria
monocytogenes. Ela é onipresente no ambiente e potencialmente um enteropatégeno
causador da listeriose (DAVID; COSSART, 2017).

Staphylococcus aureus € um importante patdégeno humano que causa uma ampla
gama de infecgdes clinicas como bacteremia e endocardite infecciosa, bem como infecgdes
osteoarticulares, cutaneas e dos tecidos moles e pleuropulmonares (TONG et al., 2015).
As infeccbes podem variar desde lesdes superficiais da pele, passando por abscessos
profundos até sepses potencialmente letais (POLLITT et al., 2018).

Muitos fendis de plantas sdo conhecidos por possuirem propriedades
antimicrobianas, por isso podem alterar a composigao da flora do colon de maneira positiva
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; KOUTSOS; TUOHY; LOVEGROVE, 2015), sendo
potencialmente passiveis de serem empregados como agentes antimicrobianos em
alimentos.

Extratos fendlicos de frutas e fendlicos sintéticos sao utilizados nas industrias de
alimentos, farmacos e cosméticos como antioxidantes e eventualmente com outras
funcdes. A adicao direta de fendlicos e de outros compostos naturais aos alimentos € o
método mais comum de aplicagdo, sendo que em regra os alimentos sao imersos,
pulverizados ou revestidos com solucdes contendo os referidos extratos, antes de serem
embalados (LUCERA et al., 2012). Outra estratégia de adigdo de compostos nos alimentos
€ pela encapsulagao, técnica que facilita a manutengdo da estabilidade a longo prazo,
reduzindo degradacao desses compostos naturais muito sensiveis a luz e ao calor, além
de melhorar a biodisponibilidade deles, principalmente devido a baixa solubilidade em agua
(MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

Ha varios relatos sobre a eficacia de extratos de frutas no controle de
microrganismos. Filmes de quitosana incorporados com varias concentragdes de acido

galico aumentaram a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, S. enterica ser.
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Typhimurium, Listeria innocua e Bacillus subtilis (SUN et al., 2014). Extratos de casca de
mangostdo e pericarpo de frutas contém misturas de compostos fendlicos com atividade
contra bactérias Gram-positivas, notadamente Listeria monocytogenes (PALAKAWONG et
al.,, 2013). Frutos, como o Crataegus oxyacantha L. (Rosaceae), rico em fendlicos
(2,12 mg GAE.g"' a 30,63 mg GAE.g') apresentaram potencial antimicrobiano contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Aspergillus niger e Candida
albicans (KOSTIC et al., 2012).

3.5 Efeitos dos compostos da mag¢a na redugdo da glicemia

A Diabetes Mellitus é considerada uma doencga crbnica que ocorre quando o
pancreas nao é mais capaz de produzir insulina, ou quando o corpo ndo consegue fazer
bom uso da insulina que produz para auxiliar a entrada da glicose nas células. Nao ser
capaz de produzir insulina ou usa-la efetivamente leva a niveis elevados de glicemia que
estdo associados a danos no corpo e a faléncia de varios 6rgaos e tecidos como coracgao,
rim, nervos e olhos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). E considerada um
disturbio metabdlico multifatorial caracterizado por concentragdes de glicose plasmatica em
jejum maior do que 126 mg/dL, ou acima de 200 mg/dL em qualquer momento do dia
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2005; ZENDJABIL, 2016).

As complicagdes agudas da Diabetes Mellitus incluem: hipoglicemia, cetoacidose
diabética, estado hiperosmolar hiperglicEmico, coma diabético hiperglicEmico, convulsdes
ou perda de consciéncia e infecgoes. Nao menos graves, suas complicagdes crdnicas
incluem: nefropatia, neuropatia e retinopatia, doenca cardiaca isquémica, acidente vascular
cerebral e doenga vascular periférica, encefalopatia diabética e pé diabético (FOROUHI;
WAREHAM, 2014).

A Federacao Internacional de Diabetes estima que no ano de 2045 existirdo mais
de 628 milhdes de adultos entre 20 anos e 79 anos com a doenga. O Brasil, o sexto pais
mais populoso do mundo, atualmente com 210 milhdes de habitantes, esta em quarto lugar
em ocorréncias de Diabetes, com 12 milhées de adultos diagnosticados com a doenga, e
com previsdo de aumento para 20 milhdes de diabéticos até o ano de 2045
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

O Diabetes Mellitus € uma das principais ameacas a saude humana devido a sua

crescente prevaléncia, o seu curso cronico e suas complicagdes incapacitantes, sendo que
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o controle da hiperglicemia pos-prandial e a inibi¢ao do estresse oxidativo sdo fundamentais
no tratamento do diabetes (CHEN et al., 2009).

O aumento subito nos niveis de glicose no sangue (hiperglicemia), comum na
diabetes tipo I, ocorre devido a rapida absor¢cao de agucares simples pela circulagao porta.
Mesmo em dietas com redugdo de acucares simples, os mesmos podem resultar da
hidrolise de amido. O amido, hidrolisado pela a-amilase salivar e pancreatica da origem a
mono e oligossacarideos, que sao posteriormente hidrolisados por a-glicosidases
intestinais produzindo unidades de glicose que serao absorvidas pelo organismo. Assim, a
inibicdo destas enzimas é estratégia eficaz para o manejo da doenca.

Alternativas para reduzir a hiperglicemia pds-prandial séo de interesse crescente a
fim de reduzir o risco e a progressao do diabetes. Os tratamentos existentes consistem na
ingestdo de medicamentos hipoglicemiantes, em dietoterapia e uso de insulina. Uma das
estratégias terapéuticas é diminuir os niveis de glicose plasmatica pés-prandial por inibicao
da hidrélise de dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (amido ou glicogénio);
para assim reduzir a disponibilidade de monossacarideos. Em parte, isto poderia ser feito
pela inibigdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase, presentes na borda da escova do
intestino delgado (SALES et al., 2012; RASOULI et al., 2017).

As terapias antidiabéticas atuais sado baseadas em drogas sintéticas que,
frequentemente, promovem efeitos colaterais (VINAYAGAM et al., 2016). O uso de
inibidores de a-glicosidase, como acarbose e miglitol, podem causar disturbios intestinais,
como diarreia, dor intestinal e flatuléncia (FUJISAWA et al., 2005). A busca por compostos
naturais para atuar como coadjuvante no tratamento da resisténcia insulinica ou na
substituicdo de farmacos especificos para redugéo da glicemia tem sido alvo de inUmeras
pesquisas (VINHOLES et al., 2017; VINHOLES; VIZZOTTO, 2017).

O risco de desenvolver diabetes tipo 2 pode ser reduzido pela mudanca dos
padroes alimentares, atividade fisica e, particularmente, pelo maior consumo de frutas e
hortalicas (LIN et al., 2016). O consumo de frutas e hortalicas, alimentos ricos em
compostos fendlicos, tem sido associado a dietas saudaveis e a prevengao de doencas
crénicas, devido as propriedades antioxidantes desses compostos, que atuam como
agentes quelantes com acgao redutora, como doadores de hidrogénio e inibidores de
oxigénio singlete (TSAO; YANG, 2003). Além disto, ha algumas evidéncias que sugerem

que os compostos fendlicos podem previnir doencas, nao apenas pela acdo antioxidante,
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mas também através de mecanismos de sinalizagao celular, indugdo de expressao génica
e modulagdo de atividade enzimatica (MILENKOVIC et al., 2011). Neste contexto,
metabdlitos secundarios, inclusive fendlicos, tém sido extensivamente testados na inibigcao
da enzima a-amilase, assim como da a-glicosidase, como alternativa para regular o
metabolismo de carboidratos e a hiperglicemia (RASOULI et al., 2017).

A a-amilase (1,4-a-D-glicano glicanoidrolase) atua aleatoriamente sobre ligacoes
glicosidicas a-1,4 da amilose e da amilopectina presentes no amido, produzindo uma
mistura de glicose, maltose e dextrinas. Ja a a-glicosidase, localizada na superficie da
borda da escova intestinal, é responsavel pela hidrélise maltose, liberando duas moléculas

de glicose para serem absorvidas na corrente sanguinea (WILLIAMSON, 2013) (Figura 8).
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Figura 8. Regulagao da absorgéo da glicose antes e apos a refeicao H — hidrolase (a-glicosidase). Fonte:
adaptado e traduzido de Kellet; Brot-Laroche, 2005.

Os alimentos funcionais ricos em polifendis tém sido propostos em tratamentos
suplementares e nutracéuticos unicos para o Diabetes Mellitus. Em revisao de literatura,
Rasouli et al. (2017) elenca varios polifendis inibidores da enzima a-glicosidase: acido
cafeico, curcumina, cianidina, daidzeina, epicatequina, eridictiol, acido ferulico, hesperetina,
narenginina, pinoresinol, quercetina, resveratrol e acido sirarico.

Segundo Zaklos-Szyda et al. (2015) a atividade de polifendis esta relacionada com

a recuperacdo de defesas antioxidantes, restauracdo de mecanismos secretores de
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insulina em células pancreaticas, ou com a inibicao da atividade de enzimas hidrolisantes
de carboidratos. A utilizagao de polifendis como fonte de moléculas bioativas, para serem
utilizados em substituicdo a farmacos convencionais, tem sido investigada (ADYANTHAYA
et al., 2010), e se justifica pela elevada produgao e comercializagdo mundial (CORNILLE et
al., 2015).

Os polifendis, especialmente flavonoides, acidos fendlicos e taninos, tém a
importante propriedade de inibir a a-glicosidase e a a-amilase, que sdo enzimas
responsaveis pela digestdo de carboidratos da dieta e consequente acumulo do
monossacarideo glicose. Polifendis vegetais e produtos ricos em polifendis modulam o
metabolismo de carboidratos e lipidios, atenuam a hiperglicemia, dislipidemia e resisténcia
a insulina, melhoram a funcao das células 8, estimulam a secrecéo de insulina, melhoram
o metabolismo do tecido adiposo e aliviam o estresse oxidativo e processos inflamatérios.
Eles também podem prevenir o desenvolvimento de complicagdes do diabetes a longo
prazo, incluindo doenga cardiovascular, neuropatia, nefropatia e retinopatia (LIN et al.,
2016).

Ha varios relatos cientificos caracterizando o potencial terapéutico de polifendis na
prevencao e tratamento de disturbios no metabolismo de carboidratos em seres humanos
e animais. Segundo Knekt et al. (2002), a maior ingestao de quercetina, um dos principais
componentes de cascas de maca, reduz o risco de diabetes tipo Il. Segundo Tan et al.
(2013), extrato de folhas de Gynura medica, rico em flavondis e acidos fendlicos,
apresentou atividade hipoglicémica contra ratos diabéticos. Quercetina, campeferol-3-O-[3-
D-glucopiranosideo, campeferol-3-O-rutinosideo, rutina e acido caféico mostraram boa
atividade inibidora da a-glicosidase de levedura com valores ICso de 1,67 mg/mL,
1,46 mg/mL, 0,38 mg/mL, 0,10 mg/mL e 0,53 mg/mL, respectivamente.

Citando estudos ja publicados, extratos de Genus Artemisia, uma planta medicinal,
rica em acido cafeico inibiu a-amilase (ICso = 150,24-384,14 ug / mL) e a-glicosidase (ICso
=214,42-754,12 ug / mL) (OLENNIKOV et al., 2018). Extratos de semente de uva, de cha
verde e cha branco, além de seus mondmeros flavan-3-ol (catequinas) foram avaliadas
sobre a atividade da a-amilase e a-glicosidase. O extrato de semente de uva inibiu
fortemente a atividade da a-amilase e a-glicosidase muito mais efetiva que a acarbose. As
catequinas individuais eram inibidores potentes da a-glucosidase (YILMAZER-MUSA et al.,

2012). Extratos de batata inglesa de polpa roxa mostraram inibicdo de a-amilase, a-
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glicosidase com valores de ICs0 25 e 42 ug / ml, respectivamente (KALITA ET AL., 2018).
Extrato de Physalis peruviana apresentou inibicado apenas para a-amilase (IC50: 619,9 g/
mL) (REY; OSPINA; ARAGON, 2015). Extratos etandlicos das folhas de Camellia sinensis
e de Eugenia uniflora foram efetivos na inibicdo da a-glicosidase, E. uniflora foi quase 40
vezes mais ativa que C. sinensis (VINHOLES; VIZZOTTO, 2017). Frutas nativas
colombianas ricas em acido clorogénico apresenatram forte inibicdo contra a-amilase e a-
glicosidase (LOIZZO et al., 2019).

A digestao, absor¢cdo e metabolismo dos carboidratos podem ser influenciados
pelos polifendis da dieta e seus metabdlitos. A maioria dos carboidratos € digerida no trato
gastrointestinal superior a monossacarideos que sdo entdo absorvidos pela circulagdo. A
elevada concentragao de glicose no sangue promove a secre¢ao de insulina das células 3
das ilhotas de Langerhans no pancreas, e a insulina média a captacdo de glicose nos
tecidos periféricos, incluindo musculo, tecido adiposo e rim, promove o armazenamento de
glicose no figado como glicogénio e inibe a lipdlise no tecido adiposo. Ja o glucagon, é
secretado pelas células a pancreaticas quando a glicemia diminui, promove a produgao de
glicose no figado, induzindo a glicogendlise e a gliconeogénese para garantir glicose
circulante adequada para alimentar as fungdes corporais (HANHINEVA et al., 2010).

A maca por ser uma importante fruta no consumo da populagao, em um estudo de
intervengao com individuos, aumentou a capacidade antioxidante do plasma e os niveis de
acido urico, mas sem evidéncia disto ser relacionado somente aos compostos fendlicos
(LOTITO; FREI, 2004). Estes compostos estdo descritos na literatura como fitoquimicos
que combatem ou previnem doencgas, especialmente as doencas cronicas nao
transmissiveis. Por exemplo, a quercetina-3-O-ramnosideo, floridizina e acido 5-
cafeoilquinico derivados de extratos de macga, podem contribuir com 26 e 12%,
respectivamente, para a atividade inibitéria da glicose, tanto a captagao celular quanto o
transporte basal de glicose em experimento in vitro, sendo que o GLUT2 é o principal alvo
da superficie apical dos compostos de maga, e a auséncia de sédio, que impede a atividade
da transportador de glicose dependente de sédio 1 (SGLT1), ndo afeta muito o padrao de
inibicdo. O acido 5-cafeoilquimico e o acido p-cumarico também demonstraram alguma
inibicdo e todos compostos mostraram inibicdo, dependente de dose (MANZANO;
WILLIAMSON, 2010).
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Diferentes estudos epidemioldgicos, muitos com corte transversal e alguns de
coorte, demonstram que o consumo de maca diminui o risco de desenvolvimento de
Diabetes. Uma revisao de literatura compilou diversos destes e os autores relataram que o
consumo de maca ou de frutas ricas em compostos fendlicos reduz sim o risco de diabetes
mellitus, inclusive com a sintese da regulacdo e homeostase da glicose no organismo e os
efeitos dos fendlicos no equilibrio deste (KIM; KEOGH; CLIFTON, 2016). Porém, alguns
demonstram que nenhum dos flavonois totais e flavonas, ou quercetina, kaempferol,
miricetina, apigenina e luteolina foram significativamente associados com o menor risco de
DMz (SONG et al., 2005).

Por outro lado, informagdes sobre a redugao da glicemia, especialmente pela inibigao
de enzimas relacionadas a digestdo dos carboidratos. a-glicosidase e a-amilase sao
enzimas chave para controle glicémico, pois s&o responsaveis pela digestdo dos
carboidratos da dieta em glicose e se tornam alvos precisos para melhor controle glicémico
apos refeicdes com alto teor de carboidratos pois reduzem a taxa de liberacao e absorgcao
de glicose no intestino delgado e consequentemente suprimem a hiperglicemia pés-prandial
(HANHINEVA et al., 2010). Um estudo de revisao compilou as informagdes de que os
polifendis da dieta podem inibir a a-amilase e a-glicosidase, inibir a absorgao de glicose no
intestino pelo SGLT1, estimular a secre¢cao de insulina e reduzir a produgao de glicose
hepatica. Eles também podem aumentar a captagado de glicose dependente de insulina,
ativar a proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina, modificar o microbioma e
ter efeitos antiinflamatérios todos relacionados com a melhora do quadro do diabetes (KIM;
KEOGH; CLIFTON, 2016).

Ross et al. (2015), trabalhando com macéa cv. gala, realizaram a extragdo e
purificacdo de polissacarideos soluveis em agua e determinaram o efeito inibitério destes
na enzima a-glicosidase. Os polissacarideos isolados, apdés digestdo gastrointestinal
simulada, na concentragdo de 5 mg/mL, tiveram efeito inibitério (20 % - 30 %) sobre a
enzima a-glicosidase. Estes resultados evidenciam que metabdlitos primarios de maca
também apresentam potencial para tratar e controlar o diabetes tipo 2 via controle da
hiperglicemia pos-prandial por retardo na absorgao de glicose.

Polifendis de macga tém sido descritos como agentes hipoglicemiantes. Conforme
relatado por Bouderbala et al. (2016), ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica tiveram

diminuicdo, mais de 26 %, nos niveis séricos de glicose ao serem alimentos com vinagre
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de maca, naturalmente contendo polifendis. Outro estudo experimental demonstrou o efeito
protetor da suplementacdo de suco de maca e extrato de casca de maca em ratos Wistar
albinos diabéticos contra as complicagcdes deletérias do Diabetes Mellitus. Com a
suplementagao por 21 dias foi possivel verificar uma diminuigao significativa na atividade
de enzimas antioxidantes pancreaticas e uma diminuicao significativa na glicemia de jejum
(FATHY; DREES, 2016).

Acredita-se que os florentina- O- glicosideos, a floretil-2'- O -glucésido e a floretil-
2'- O- (2- O- xilosil) glicosideo, sejam exclusivos para macgas e produtos de macga. Seu
papel na inibicdo de transportadores de glicose dependentes de sddio no lumen intestinal
€ comprovado com énfase especial para a floretina-2'- O —glucosideo. Ao diminuir a
absor¢cao de glicose, a floretina-2'- O -glucosideo pode, portanto, reduzir os niveis
glicémicos pés-prandiais, e acredita-se que essa agao possa ser benéfica para o tratamento
do Diabetes Mellitus. Os autores sugeriram um papel interessante para os polifendis da
maca relacionados ao controle da glicose no diabetes (FRANCINI; SEBASTIANI, 2013).

Os polifendis da dieta também afetam a glicose periférica absorvida nos tecidos
sensiveis a insulina e ndo sensiveis a insulina. Estudo realizado com alcaloides (berberina
e arecolina) e fendlico (acido vanilico), demonstrou que estes compostos podem induzir
reducao na expressao das enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos e colesterol, e
consequentemente ajudar a prevenir as complicagdes secundarias do diabetes
(PRABHAKAR; DOBLE, 2011).

Outro estudo demonstrou que dietas enriquecidas com extratos da fruta Momordica
charantia resultaram em aumentos na captacdo de glicose, melhora no transporte de
glicose (GLUT-4), regulagdo positiva do receptor ativador-proliferador de peroxissoma
gama (PPAR) e da fosfatidilinositol-3 quinase, que € ativada no transporte de glicose
mediada por insulina (PI3K) (KUMAR et al., 2009).

Outros estudos sugerem que o acido clorogénico pode interferir na absorgao de
glicose no intestino pela inibicdo de transportadores de glicose dependentes de Na +,
SGLT1 e SGLT2, além de melhorar a fungao endotelial em individuos com hipertensao
estagio 1, e reduzir o estresse oxidativo grave induzido por hiperglicemia transitéria em
pacientes diabéticos tipo 2 (JOHNSTON K.L., CLIFFORD M.N., MORGAN, 2003; YOONA;
KEOGH; CLIFTON, 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Experimental

Amostras de macga (Malus domestica Borkh cv. Gala) foram obtidas de pomar
comercial da Empresa Randon Agrosilvopastoril S.A. (RASIP), da regido produtora de
Vacaria (50°56' 02" W, 28° 30' 44" S), RS, colhidas no més margo de 2014.

4.1.1 Colheita, armazenamento e transporte

Foram selecionadas magas com as seguintes caracteristicas: firmeza da polpa de
0,454 Kgf/cm? (Effegi com sonda de 11 mm de diametro), teor de amido de 2,0 a 3,0, de
acordo com a escala de 1 a 5 elaborada por Werner (1989), sdlidos soluveis totais (SST)
de 5,2 °BRIX a 6,0 °BRIX, acidez titulavel (ATT) de 5,2 cmol/L™' a 6,0 cmol/L"' e com
coloracdo vermelha (GIRARDI; BENDER, 2003). As mesmas foram selecionadas sem
injurias mecanicas, de tamanho pequeno (CAT 3), lavadas em agua corrente para retirada
de sujidades. Apos a fruta foi armazenada em camara fria até o momento do experimento.

As amostras de macga foram analisadas nos laboratérios da Embrapa Clima
Temperado e no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da UFPel,
RS. Para o transporte do local de origem até Pelotas foram utilizadas embalagens limpas
de papeldo para ndo contaminar e ndo danificar as frutas. Para o armazenamento, em
camaras refrigeradas da Embrapa, onde as frutas foram mantidas a 1,0°C de temperatura,
com umidade relativa de 90,0 + 5,0 % (GIRARDI; BENDER, 2003).

Foram selecionadas frutas na categoria 3, pois elas podem conter até 4 defeitos
como dano, lesdo, manchas, queimadura e/ou rachaduras. A ideia é que a fruta que contem
danos ou que sofreu estresss pode ter produzido maior teor de compostos bioativos para

sua defesa.
4.2 Métodos
Foram utilizadas células SK-Mel-103 de melanoma humano, B16F10 de murino e

MRCS5 de fibroblastos humanos (Clonetics-Cambrex-Lonza, EUA) s&o incubadas em estufa

a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2 até atingirem estagio de subconfluéncia (~80%).
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Meios de cultura para as células: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (SBF) a 10% e solu¢ao de antibioticos 1% (penicilina
10.000u/mL e estreptomicina 10.000ug/mL). Todas as linhagens foram adquiridas no Banco
Células do Rio de Janeiro.

Os microrganismos Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028) foram obtidos da colegao de bactérias do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Agroindustrial. Ciéncia e Tecnologia (DCTA) na UFPel. Para
o cultivo das bactérias foram utilizados os meios de cultivo: Brain Heart Infusion (BHI -
Acumedia ®), Cromogénico (CR - Oxoid ®), Baird - Parker (BP - Oxoid ®), Manitol Lisina |
Violeta Verde Brilhante (MLCB - Oxoid ®), EMB (Eosina Metileno Azul - Oxoid ®) e Mueller
- Hinton (MH - Oxoid ®).

Foram utilizados os seguintes reagentes, todos com pureza compativel com cada
uma das analises e adquiridos de fabricantes idéneos: metanol, acido cloridrico, hidréxido
de sddio, acetona, etanol, dimetil sulféxido (DMSO), acetato de etila, acetonitrila, reagente
Folin—Ciocalteau, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), carbonato de sdédio, &acido
clorogénico, acetonitrila, acido cloridrico, etil acetato, acido citrico, fostato dissddico
hidrogénio, fostato dipotassico hidrogénio, tripsina, EDTA, 3-4,5 dimethylthiazol-2, 5
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) e Agarose.

Os cartuchos utilizados foram Sep-Pak C18 35 cc Vac, em dimenséao de 10 g de
fase estacionaria ou adsorvente por cartucho, tamanho das particulas 37-55 ym (Part
number WAT043345, Waters Association, Milford, MA).

4.2.1 Obtengao do extrato bruto

As frutas foram retiradas da camara fria e encaminhadas para a producdo de
extratos hidroacetoetandlicos. Cerca de 1 Kg de fruta por etapa foram utilizadas para a
preparagao de extratos brutos. As frutas inteiras (casca, polpa e semente) foram picadas
em fatias finas de 3mm, em média, e logo foi adicionado a solugao extratora composta de
acetona:etanol 30:70, em propor¢cdo de 1:3. Em seguida as amostras foram
homogeneizadas em ultraturax (Marconi) e centrifugadas a 3000 g, por 25 min, a 0°C

(Eppendorf 5810 R). Os extratos brutos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador
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a vacuo (Rotavapor® R Il Marca Buchi) por 90 min a 40°C. Até o momento da purificagéo

e do fracionamento estes extratos foram armazenados gelo (0 °C).

4.2.2 Obtencgao das fragoes e do extrato purificado

Os extratos brutos obtidos de maca foram purificados e fracionados por extracdo em
fase solida (SPE) em colunas de fase reversa (apolares), as quais separam analitos com
base na sua polaridade e minimizam o risco de degradagdo fendlica na unidade
experimental (MICHALKIEWICZ et al., 2008). Os cartuchos C18 pré-condicionados
(metanol e agua) sob pressao (10mmHg) foram carregados com o extrato bruto e lavados
com agua pH 7.0 para remover agucares, acidos organicos e outros componentes soluveis
em agua. Os compostos fendlicos foram, em seguida, eluidos com diferentes solventes com
ou sem ajustamento do pH da amostra, conforme a familia de compostos fendlicos alvo
(OSZMIANSKI et al., 1988).

A purificagcdo e o fracionamento estdo demonstrados nas figuras 9 e 10,
respectivamente. Para o extrato purificado foi utilizado apenas um cartucho. Este foi
condicionado com 50mL de metanol 95% ajustado com NaOH 0,1N a pH 7.0 e apds 50mL
de agua osmose reversa e ajustada a pH7.0. O extrato bruto diluido em agua osmose
reversa em 1:5, ajustado a pH7.0, foi carregado no cartucho. O cartucho foi lavado com
agua pH 7.0. A eluigdo dos compostos fendlicos foi realizada com 50 mL de metanol 95%
a pH 7.0 eluindo, assim, o extrato purificado. Para o fracionamento foram utilizados dois
cartuchos, conforme segue: O primeiro cartucho foi condicionado com metanol e agua,
conforme descrito anteriormente. O extrato bruto diluido foi carregado no cartucho. Neste
caso, o residuo do extrato bruto carregado foi coletado para uso posterior (e obtencéo da
fracdo I). A eluicao das fragdes teve inicio com acetonitrila 16% pH2 (fracao Il), contendo,
principalmente, antocianinas monoméricas. Na sequéncia, foi utilizado 50mL de acetato de
etila (fracao llIl), eluindo, principalmente, flavonoides. Por fim, foi utilizado metanol 95%
dando origem a fragao IV (principalmente antocianinas poliméricas). Um segundo cartucho
foi condicionado, com 50mL de metanol 95% e 50mL de agua osmose reversa (pH 2.0 para
ambos) e o residuo do primeiro cartucho usado no fracionamento teve seu pH ajustado
para 2.0 e foi carregado. Para eluir esta fragcao rica, principalmente, em acidos fendlicos,

(Fragao I) foi utilizado metanol 95%.
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Extrato bruto pH 7.0

50 mL 95% metanol pH 7.0
50 mL aguapH7.0
Cartucho C18
, 50 mL aguapH 7.0
Residuo desprezado 50 mL metanol 95% pH 7.0
T

Extrato purificado

Figura 9. Diagrama de fluxo de purificagdo de extratos de hidroacetoetandlicos de maca (Malus domestica
Borkh cv. Gala).

Residuo pH 2.0 A Extrato bruto pH
—

Metanol pH 2.0 7.0

Agua pH 2.0 Metanol pH 7.0
AguapH 7.0 o
%
] go
Cartucho C18-1 ’ (%) Cartucho C18 -2
Agua
Metanol E
hig
Fracao | 16% acetonitril
pH 2.0
Fragao I 95% metanol
Etil acetato Fragao IV
Fragao lll

Figura 10. Diagrama de fluxo de fracionamento de extratos hidroacetoetandlicos de maca cv. Gala (Malus

domestica Borkh).
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Na Tabela 1 sdo apresentadas caracteristicas de obtencdo e de composicao

esperada do extrato purificado e das fracdes.

Tabela 1. Caracteristicas de obtencdo e de composig¢ao esperada do extrato purificado e

das fragdes obtidas de macga cv. Gala por extracdo em fase sdlida.

UNIDADE SOLVENTE DE FIGURA COMPOSTOS
EXPERIMENTAL ELUICAO ESPERADOS
Compostos
Extrato purificado Metanol 95% pH 7.0 o
fendlicos

Fracéao |

Fracéo Il

Fracao Il

Fracao IV

Metanol 95% pH 2.0

Acetonitrila 16%

(acetonitrila e agua

osmose reversa) pH 2.0

Acetato de metila

Metanol 95%

Tregho
=

A

¥\\w;,§o 4

TangAo

Acidos fendlicos

Antocianinas

monomeéricas

Flavonols

Antocianinas

poliméricas

Apods obtencéo do extrato bruto, 1 kg de maga rendeu aproximadamente 3,0 L de

sobrenadante do extrato. Apds a rotaevaporacédo restaram 178,5 mL de extrato bruto,

quantidade esta que foi dividida em quatro porcdes para realizar a extragao por SPE. Com
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o carregamento desse extrato no cartucho foi possivel fazer a eluigdo de 100 mL de extrato
purificado, 50 mL de Fracdo |, 50 mL de Fragao I, 50 mL Fracéao Ill e 50 mL da Fragao IV.
Apds nova rotaevaporagao e liofilizagcdo o rendimento foi de, em massa seca: 0,45 g da
Fragao |, 0,39 g da Fragao Il, 0,46 g da Fracgao Ill, 0,39 g da Fracao IV e 0,60 g do Extrato
Purificado.

As etapas de obtencado de extrato bruto, extrato purificado e das fragbes foram

realizadas no Laboratério da Sede da Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS.

4.2.3 Identificagcao de compostos fendlicos individuais

Depois de obtido o extrato purificado e as fracbes, os compostos encontrados foram
identificados através de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS) (LIN et al, 2008 e ZHANG, LI; CHENG, 2010), uma técnica mais confiavel, rapida,
precisa e util para separar e identificar fendlicos (RANA; BHUSHAN, 2016).

Para o screening de outros fendlicos presentes nos extratos foi utilizada a
metodologia por cromatografia acoplada a um detector de arranjo de diodos e
espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM) (LIN; HARNLY, 2007). Os extratos ja
purificados foram rotulados, identificados e guardados em ultra-freezer (-35 °C) para sua
conservagao. O extrato e fragdes foram dissolvidas em 1,0 mL de metanol : agua (80:20,
v/v) para as analises. O instrumento CLAE-DAD-EM consiste em um cromatografo liquido
acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrdmetro de massas (EM). Foi
utilizada uma coluna C18, com temperatura de operagao ajustada para 25 °C. O detector
(DAD) foi ajustado para 350 nm, 310 nm, 270 nm e 520 nm. Os espectros de massas sao
obtidos simultaneamente nos modos de ionizagdo quimica positiva e negativa (Pl e NI) a
voltagens de fragmentagao de 100 V e 250 V, respectivamente, para uma faixa de massas
de 100 Da - 2000 Da. O método permite a obtencdo simultdnea de cromatogramas de
absorcao UV/vis e TIC (Total lon Current). Em qualquer tempo um espectro completo
UV/Vis (190 nm - 650 nm) ou espectro de massas (100 Da - 2000 Da) de um pico pode ser
verificado. Também foi obtido o tempo de retencdo e comprimento de onda de maxima
absorcao dos compostos. A identificacdo positiva e negativa foi feita por comparagao dos

dados da amostra com padrées ou com dados de compostos de amostras previamente
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identificadas na literatura. Esta etapa de caracterizacdo foi realizada na Embrapa

Agroindustria Tropical em Fortaleza, CE.

4.2.4 Atividades bioldgicas das fragoes e do extrato purificado

4.2.4.1 Atividade antioxidante, conteudo total de fendlicos e de antocianinas

A atividade antioxidante do extrato purificado e das fragdes foi medida pelo método
de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) conforme Brand-Williams et al.
(1995). O método baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por agao de um antioxidante
ou uma espécie radicalar, radical de nitrogénio organico estavel, com um elétron de
valéncia ndo pareado em um atomo de ponte de nitrogénio, o DPPH que possui cor purpura
€ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A solugdo com radical na presenga de um doador de elétrons perde sua
intensidade e se torna amarela, de acordo com o numero de elétrons detidos, em que
mudancgas de cor acontecem quando o atomo de nitrogénio do DPPH recebe elétrons de
compostos antioxidantes (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JR., 2018).

Em resumo, foram pipetados 20 uL de amostra previamente diluida em metanol a
concentracdes previamente testadas e misturados com 280 uL de DPPH diretamente em
microplacas de 96 pocgos. Apés homogenizagdo as amostras permaneceram em repouso
por 4 h, a temperatura ambiente, para processamento da reacdo. O resultado foi avaliado
por leitura espectrofotométrica, a 525 nm, em leitor de microplacas (SpectraMax 190
Microplate Reader, Molecular Devices), utilizando-se metanol como branco. A atividade
antioxidante foi estimada como ug de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) por mg de fragao ou extrato purificado. As amostras de atividade antioxidante
foram obtidas a partir de curva padrao de DPPH (R = 0,9882) com diluicbes de Trolox em
metanol variando de 0 yg mL" a 300 ug mL-", em triplicada.

O conteudo total de fendlicos nas fragdes e extrato purificado foram quantificados
pelo método de Folin-Ciocalteu adaptado de Swain e Hillis (1959). Este método
colorimétrico envolve a redugao do reagente pelos compostos fendlicos das amostras com
formagao de complexo azul, cuja intensidade aumenta linearmente a 725nm. As leituras

espectrofotométricas foram realizadas a 725 nm de comprimento de onda (SpectraMax 190
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Microplate Reader, Molecular Devices). Inicialmente, com o equipamento zerado com o
controle (metanol), o acido clorogénico foi dissolvido em 95% de metanol (0 mg.mL" a
400 mg.mL"") para obter uma curva padrdo (R = 0.9993). As amostras foram diluidas em
95 % de metanol e os resultados de fendlicos totais foram expressos como equivalentes de
acido clorogénico.

Foram pipetados, diretamente em placa de 96 pocos, 15 uL da amostra diluidas em
metanol, adicionados 240 pyL de agua ultrapura e 15 pL do reagente Folin-Ciocalteau
(0,25N), os quais foram agitados e mantidos por quatro minutos para reagir. Apos este
tempo, adicionam-se 30 uyL de carbonato de sddio (1 M), e novamente agita-se a placa
deixando por 2 h para reagir.

As antocianinas totais, nas fracbes e no extrato, foram determinadas com um
método adaptado de Lees e Francis (1972). Apos a diluicdo da amostra em solugéao de
etanol acidificada, foram avaliadas em pH 1.0 (95% de etanol e 1,5 N de HCI 85:15 v / v)
no comprimento de onda de 535 nm no leitor de microplacas (SpectraMax 190 Microplate,
Molecular Devices). Os resultados foram expressos como ug de cianidina 3-glucésidio por
100 g de fragao ou extrato purificado.

Atividade antioxidante, conteudo fendlico total e antocianinas do extrato e das
fragdes e sua respectiva estabilidade foram submetidos a analise de variancia e as variaveis
com efeito significante para cada fragao foram comparados pelo teste de Tukey a 5% nivel

de confianga no programa Stata 13.0.

4.2.4.2 Estabilidade do extrato e das fragcées de macga cv. Gala

A avaliacdo da estabilidade do Extrato Purificado e das Fragdes foi baseada na
atividade antioxidante, no teor de antocianinas e no total de compostos fendlicos. Esta
etapa foi realizada no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS. A seguintes
estabilidades foram verificadas:

o Estabilidade térmica: o extrato purificado e as fragdes foram submetidos a variacao
de temperatura por tempos pré-determinados.
o Estabilidade a variacdo de pH: o extrato purificado e as fragdes foram submetidos a

de pH por tempos pré-determinados.
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° Estabilidade no tempo: o extrato purificado e as fragdes, expostos a condigdes
controladas de temperatura e luminosidade, foram avaliados quanto a estabilidade apds
Oh,24hed48h.

Para estas analises aliquotas das Fracbes e o Extrato Purificado foram
ressuspendidas em 5 mL de agua OR e submetidas aos testes de estabilidade:
(A) exposicao a luz a 37 °C e a pH original da amostra; (B) exposi¢éo a luz a 37,0 °C e pH
4,0 (ajustado com tampao para pH da pele); (C) protegido da luz a 4,0 °C e pH original da
amostra; e (D) protegido da luz a 4,0 °C e pH 4,0 (ajustado com tampé&o para pH da pele).
As variacoes de luz e temperatura foram controladas dentro de uma incubadora BOD.
Atividade antioxidante, conteudo de fendis totais e total de antocianinas foram determinados
na instalagdo do experimento (0 h), e apds 24 h e 48 h. Estes ensaios serdo descritos a

sequir.

4.2.4.3 Avaliacao da atividade protetora da anti-genotoxicidade

Neste ensaio, o extrato e fragcdes foram testadas na prevencao da inducédo de danos
ao DNA em cultura de fibroblastos humanos expostos a radiacao ultravioleta.

A avaliacdo da atividade protetora de DNA foi realizada pelo ensaio cometa
(LADEIRA et al., 2004). Esse ensaio consiste basicamente na lise celular, exposi¢cao do
DNA e eletroforese. Isto permite, apds coloragéo dos fragmentos de DNA, observar se o
DNA submetido & eletroforese forma uma uma cauda. E uma técnica rapida, simples e
precisa para medir e analisar quebras no DNA das células individuais.

Inicialmente foi feita a avaliacdo de concentracdes ndo citotdxicas do Extrato
Purificado e das fragdes em fibroblastos pela técnica do MTT. Apds, os fibroblastos
humanos foram incubados em meios contendo as diferentes concentracdes, inclusive as
concentracdes nao citotoxicas, de Extrato purificado ou de uma das fragdes, por 24 h, até
serem irradiados com radiagao ultravioleta (UVA, UVB, e UVC). O equipamento emissor de
radiacdo UV (SOL 500; Honle) foi estabilizado por pelo menos 15 min antes da irradiagéo.
A irradiacao emitida foi calibrada para uma intensidade de 3 J/cm? e foi aplicada por 3,0 min.
Apds a irradiacdo as células permaneceram incubadas em meio contendo o Extrato
purificado ou cada uma das fragdes por mais 24 h.

O potencial citotoxico foi determinado através da redugdo de MTT (3-4,5
dimethylthiazol-2, 5 diphenyl tetrazolium bromide) para formazan (MOSMANN, 1983). Os
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fibroblastos humanos com 80 % - 90 % de confluéncia foram tripsinados, neutralizados e
centrifugados (220 g por 10 min). Na sequéncia foram contados fibroblastos em camara de
Neubauer e semeados (104 células por cavidade) em microplacas de 96 pogos (Nunc,
Roskilde, DM) para tratamento com Extrato purificado e fragdes nas seguintes
concentracdes apresentadas na Tabela 3.

Apods o tratamento, as células foram incubadas por 48 h a 37,0 °C, em atmosfera
umida contendo 5,0 % de CO.. Ao final do periodo de incubagao por 48 h, 50 yL de MTT
(5mg.mL™"), dissolvido em meio Dulbecco’s Eagle modificado (DMEM) com alto teor de
glicose ou em DMSO 0,5 % (DMSO) e DMEM 95 % no caso da Fragao Ill, foram
adicionados a cada pogo contendo as culturas celulares. Apés um segundo periodo de
incubacéao (4 h) as leituras espectrofotométricas foram realizadas a 570 nm (SpectraMax
190 Microplate Reader, Molecular Devices). O potencial citotoxico foi expresso em
porcentagem de células mortas em comparagdo ao controle (DMEM) utilizando-se a

equacao 1 apresentada a seguir.

Eq 1:

100 — (Abs _
morte celular (%) = (AbSamostra-tratada) x 100

Abscontrole

As concentragdes que resultaram < 25 % de células mortas (baixa citotoxicidade)
foram selecionados para o ensaio cometa combinado com irradiagao.

Seguinda a metodologia descrita por Ladeira et al. (2004), uma aliquota
(10'2 células) foi homogeneizada numa solugéo de agarose (0,75 %) de baixo ponto de
fusdo e espalhada em placas de Petri revestidas com agarose (1,00 %) de ponto de fusédo
normal. Apés solidificagéo, as placas foram imersas por 24 h em solugao de lise (NaCl 2,5
M, EDTA dissodico 100 mM e base Triz 10 mM, pH 10) adicionadas de Triton X-100 a 1,0 %
e dimetilsulféxido a 10,0 %. Apds o periodo de lise, as placas foram incubadas por 5 min
em PBS frio (livre de Ca?* e Mg?*) seguido por 40 min de incubagdo em meio alcalino (300
mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13). Todas as solugdes foram preparadas no momento do
uso. As células foram submetidas a eletroforese alcalina (300 mA, 25 V) por 30 min. Em
seguida, as placas foram neutralizadas com trés lavagens consecutivas de 5 min com
tampao de neutralizacéo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) e imersas em etanol absoluto para

precipitacdo do DNA. Controles positivos foram incubados por 2 h a 37 °C com 10 uL de
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peréxido de hidrogénio, com o objetivo de avaliar as condigdes e eficiéncia da eletroforese.
Cinquenta células selecionadas aleatoriamente de cada placa tiveram seu DNA corado com
50 uL de SYBR®Gold (Invitrogen-Cat. S11494) na proporgéo de 1:10.000, sendo analisadas
em um microscopio de fluorescéncia (Leica DM 1000).

O comprimento da cauda do cometa foi medido usando um micrémetro ocular e o
dano no DNA (cauda do cometa) foi classificado em quatro classes: A classe 1 consiste na
migragédo menor do DNA cromossdmico para o anodo, apresentando uma pequena cauda
(dano minimo ao DNA). As classes 2, 3 e 4 apresentam aumentos progressivos no
comprimento da cauda, sendo a classe 4 correspondente ao dano maximo ao DNA. O
escore final atribuido a cada Extrato purificado ou fragdes, em suas diferenes

concentragodes, foi obtido através da seguinte equacéo 2.

Eq 2:
Comet score = X[1(n%cél,) + 2(n°cél,) + 3(n2cél;) + 4(ncél,)

Onde n®céls é a quantidade de células na classe 1, ncéls é a quantidade de células
na classe 2, n2céls é a quantidade de células na classe 3 e n°céls é a quantidade de células
na classe 4.

Os experimentos para avaliagdo da atividade anti-genotoxicidade foram conduzidos
na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Apds anadlise de variancia (p <0,05) foi aplicado teste de Dunnet (p <0,05) para

comparacgao de médias de tratamentos.

4.2.4.4 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio cristal violeta

Previamente, os fibroblastos foram incubados com extrato purificado nas seguintes
concentragodes: 0,049, 0,024, 0,012, 0,006, 0,0031, 0,0015, 0,0008, 0,0004 (p / v) e controle
(sem extrato) durante 24 h a 37°C, em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO?. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido dos pratos de cultura de células e as células
foram lavadas 2 vezes com 200 pl de solugéo tampéo de lavagem e foram adicionados 100
Ml de solugao de reagente Il (solugao de cristal violeta) em cada pogo incubado durante 10

minutos a temperatura ambiente. Apds este tempo, a solucdo Il foi cuidadosamente
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descartada pela inversao da placa. As células serdo lavadas com agua destilada até o
sobrenadante permanecer limpo. As placas serdo naturalmente secas e as camadas
celulares solubilizadas com 100 ul de solugdo de solubilizagao Il (solugdo de acido
metanol). Os conteudos foram homogeneizados em um agitador orbital para solubilizagdo
completa do corante e a leitura foi realizada em um leitor de microplacas com um
comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi calculada a partir da média das

células viaveis em comparagao com o controle (DMEN) descrita na equagao 3:

Eq 3:

100 — (4bs
% viabilidade celular = ( amostratratada) X100

Abscontrole

Onde Absamostratratada € @ absorbancia das células tratadas com extrato ou fragao e
Abscontrole € @ absorbancia das células tratadas somente com DMEN.

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP) de pelo menos
trés experimentos independentes e analisados por ANOVA two-way usando Stata (versao

13.0) com p <0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.2.4.5 Avaliagcao do potencial antiproliferativo e anticarcinogénico

As células B16F10 de melanoma humano, SK-Mel-103 de murino e MRC5 de
fibroblastos humanos (Clonetics-Cambrex-Lonza, EUA) foram incubadas em estufa a
37 °C, 95 % de umidade relativa e 5 % de CO, até atingirem o estagio de subconfluéncia
(aproximadamente 80 %). Foram utilizados os seguintes meios de cultura para as células:
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com soro fetal bovino 10 %
(SBF) e solugdo de antibidticos 1,0 % (penicilina 10.000 ug/mL e estreptomicina
10.000 pg/mL).

O potencial antiproliferativo e anticarcinogénico do extrato purificado e das fragoes
foram estudados da seguinte forma: culturas celulares de melanoma, mantidas em meio de
cultura DMEM, suplementado com SBF 10 %, foram expostas ao extrato purificado e as

suas fracdes, em diferentes concentragoes, e por diferentes periodos de exposigao.
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A proliferagao celular foi avaliada pela técnica de MTT (dimetyl thiazol diphenyl
tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). O screening inicial para determinar o efeito dos
extratos de maca na viabilidade celular foi realizado pelo ensaio fundamentado na redugao
do MTT por desidrogenases celulares em linhagens de fibroblasto, cancer de pele do tipo
melanoma. Este método consiste na medida do numero de células com a mitocéndria
metabolicamente ativa, onde o MTT (um sal de coloragdo amarela e soluvel em agua)
reduzido no interior da mitocéndria a formazan (sal de coloragédo arroxeada e insoluvel em
agua), acumula dentro da célula. As células classificadas como viaveis se apresentarao
integras, incolores e redondas, enquanto as n&o-viaveis se mostrardo coradas de violeta
(Figura 11).

t Hy
: | AS H;
S H; LDH H
k. > /N
m \© or SDH \©

Figura 11. Redugdo do MTT a cristais de formazan no interior da mitocéndria celular.

As células foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer, apds, as células
foram cultivadas em placas de 96 pocgos, sendo que ao atingirem aproximadamente 80 %
da confluéncia foram tratadas com as fracbes e o extrato purificado, nas diferentes
concentracdes. As células tratadas foram incubadas em estufa com atmosfera de CO> pelo
periodo de tratamento (24 h, 48 h ou 72 h) e apds isso foram adicionados ao meio de cultura
100 uL do reagente MTT (0,5 mg / mL) onde as culturas foram incubadas por mais 1 h. A
absorbancia foi medida em Leitor de Microplacas a 490 nm. A absorbancia foi linearmente
proporcional ao numero de células com as mitocéndrias ativas.

Este ensaio também foi utilizado nas células de fibroblastos para verificar a
viabilidade celular e em células de melanoma para verificar a morte celular. A viabilidade
celular é medida pela quantidade de células viaveis comparadas ao controle (DMEM e/ou

DMSO) e morte celular € medida pela quantidade de células mortas apds a adigao do
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extrato purificado ou fracdo. O valor obtido pela subtragdo da média dos controles pela
meédia dos brancos deve ser considerado como 100 % de células viaveis ou de células

mortas. A equagao 4 descrita a seguir.

Eq 4:

100 — (Abs -
morte celular (%) = (AbSamostra-tratada) x 100

Abscontrole

Onde Absamostratratada € @ absorbancia das células tratadas com extrato ou fragao e

Abscontrole € @ absorbancia das células tratadas somente com DMEN ou DMSO.

As concentragbes que apresentaram < 25 % de células mortas (baixa citotoxicidade)
foram selecionados para o ensaio cometa combinado com irradiagao.

Os resultados foram expressos como média + desvio padréao (DP), com pelo menos
trés repeticdes (n = 3) por tratamento. Empregou-se o aplicativo Stata (verséo 13.0) para

realizar a analise de variancia (p < 0,05).

4.2.4.6 Teste de difusao em disco, concentragao inibitéria minima (CIM) e
concentragao bactericida minima (CBM)

A atividade antimicrobiana do extrato purificado e das fracbes foi avaliada pelo
ensaio de difusdo do disco (CLSI, 2015), com adaptagdes, em triplicada, no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da UFPel. As bactérias Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, S. enterica ser. Typhimurium e Staphylococcus aureus foram ativadas no
caldo de infusdo de coragao cerebral (BHI-Oxoid®) por 12 h. A agua foi utilizada como
controle e as analises foram realizadas em ftriplicata. A concentragdo bacteriana ajustada
para 8.18 log CFU.mL-1 (0.5 McFarland) em agua de peptona (Acumedia®). O indculo foi
espalhado uniformemente com um cotonete estéril (Absorve®) na superficie das placas
(Cralplast®, 90 x 15 mm) contendo 4 mm de Agar Mueller-Hinton (MH-Oxo0id®) com pH 7
1 0,2. Um disco de papel estéril (Laborclin®) de 6 mm de didmetro adicionado ao centro de

cada placa, sobre o qual foram colocados 10 uL de cada unidade experimental.
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As placas foram incubadas a 37 °C e a presencga de zonas de inibicdo ao redor do
disco de papel sera verificada apds 24 h com um paquimetro digital (King.tools®). Utiliza-
se agua estéril como controle negativo e o didmetro das zonas de inibi¢ao foi medido em
milimetro (mm), assim foi definida a sensibilidade das bactérias as fragdes e extratos. As
concentragdes utilizadas nos experimentos: 500g/L e 1 g/L. Como muitas vezes é dificil
comparar estudos com extratos vegetais, Alves et al. (2000) sugeriram um esquema de
classificagdo onde os extratos com halos menores que 9 mm foram classificados como
inativos, de 9 a 12 mm, parcialmente ativos, de 13 a 18 mm ativos e maiores que 18 mm
muito ativos.

A concentracéo inibitéria minima (MIC) e a concentragao bactericida minima (CBM)
foram determinadas de acordo com o método descrito por Cabral et al. (2009) com
pequenas modificagdes. A MIC foi determinada testando a atividade das amostras (100 ul)
em trés concentragdes diferentes: nao diluida, 1: 100 (1 yL de amostra e 99 uL de DMSO)
e 1: 1000 (0,1 pyL de amostra e 99,9 uL de DMSO). A absorbancia das solugdes contendo
a amostra e as bactérias foi medida a 620 nm no momento da preparacédo e 24h apés a
incubacado (37°C) utilizando um espectrofotometro (Biochrom EZ Read 400). A menor
concentracdo de amostra na qual nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura foi
considerada como a CIM. A CBM foi determinada a partir dos resultados obtidos na CIM.
Aliquotas de 10 L que ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel foram semeadas
e incubadas por 24 horas a 37°C em agar BHI. A menor concentragdo na qual nao ocorreu
crescimento bacteriano foi considerada como CBM.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial. Da combinacdo dos niveis de fatores experimentais
resultaram 120 tratamentos (n = 3). Empregou-se o teste F (p <0,01) na analise de variancia
e o teste de Tukey (p < 0,01) na comparagao de médias de tratamento. O programa Stata

13.0 foi utilizada na analise estatistica de dados.
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4.2.4.7 Inibicdo da enzima a-glicosidase e da a-amilase

A avaliagao da inibicdo da enzima a-glicosidase e da a-amilase em ensaios in vitro
dos extrato e fracdes de maca foi determinada por métodos espectrofotométricos em leitora
de microplacas (Spectra Max 190 — Molecular Devices). O extrato purificado e fragbes foram
ressuspendidos inicialmente em 2 mL de agua e apods feita a diluicao seriada. Os valores
de ICso foram calculados utilizando pelo menos cinco concentragbes de cada extrato
purificado ou fragdo (diluicdo seriada). O percentual de inibicdo (I %) da enzima o-

glicosidase foi calculado utilizando a equagéao 5.

Eq 5:

I (%) — (Acontrole - Aamostra) % 100

Acontrole

Onde Acontrole € @ absorbancia da reacao do controle (contendo todos os reagentes
exceto o extrato purificado ou fragdo) e Aamostra € @ absorbancia do extrato testado na
mistura de reacao.

A inibicdo da atividade de a-glicosidase foi avaliada de acordo com Vinholes et al.
(2011), utilizando o substrato nitrophenyl a-D-glucopiranosidase (3,25 mM). As fragdes
fendlicas e extrato purificado foram diluidos em tampéao fosfato a 0,1 M (pH 6,9), ficando
todas na concentragao de 0,95 mg / mL e apds foram adicionados 10 pL de cada fragdo em
50 yL da enzima (9,375 unidades de enzima / mL). A reagéao foi iniciada com a adicao de
50 pL de substrato (1 mg / mL) e a mistura foi incubada a 37 °C durante 10 min. A leitura
da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 405 nm. A acarbose foi utilizada
como controle positivo.

A porcentagem de inibicdo (1%) da enzima a-amilase foi calculada utilizando a

equacao 6.

Eq 6:

1% = (Acontrole - Atestel) - (Aamostra - Atestez) £ 100
(Acontrole - Atestel)
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Onde Acontrole € @ absorbancia de 100 % da atividade da enzima (+enzima - inibitor);
Aamostra € 0 teste da amostra (+enzyme +inhibitor); Awste1 € @ absorgdo do amido devido a
reducdo do agucar (-enzyme —inhibitor) e Ateste2 € 0 inibidor + o amido (-enzima +inibitor).

Foi avaliado utilizando o procedimento descrito por Satoh et al. (2015) com algumas
adaptacgdes. A reagao incluiu de 60 yL de amostra, 200 pyL de tampéao fosfato (pH 7,0) e 50
ML da enzima a-amilase (241,71 UmL-1), sendo incubada por 5 min a 37 °C. A reagéao
iniciou-se com a adi¢ao de 250 yL de amido soluvel como substrato, seguida de incubagéao
por 15 min a 37 °C. Para finalizar a reacao utilizou-se 50 uL de acido cloridrico 1 M. Para a
formagao de cor, adicionou-se 100 pL da solugao de iodo (0,005 M) + iodeto de potassio
(0,005 M). A leitura de absorbancia foi feita em microplacas de poliestireno contendo 96
pocos (Spectra Max 190 - Molecular Devives) a um comprimento de onda de 690 nm.

A atividade (ICsp) do extrato e das fragdes de macga foram expressos em ug/ mL, e
analisadas através do programa GraphPad Prism. As analises foram realizadas em

triplicata (n = 3) e os resultados foram expressos como média * desvio padrao.
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental de cada estudo esta descrito em tabelas. A Tabela 2
caracteriza a composicao, atividade antioxidante e a estabilidade de extratos concentrados
de maca. Além disso, sera realizada a identificagao de compostos fendlicos individuais das
unidades experimentais. A tabela 3 ilustra o delineamento experimental da capacidade
antienvelhecimento de extratos de maca. A tabela 4 apresenta o delineamento experimental
da capacidade anticarcinogénica de extratos de maca frente a células de melanoma, a
tabela 5, o delineamento experimental da atividade antibacteriana dos extratos de maca e
a tabela 6, por fim, apresenta o delineamento experimental para a variavel inibicao

enzimatica.
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Tabela 2. Delineamento experimental para caracterizar composicao, atividade antioxidante e estabilidade de extratos de maca cv. Gala.
VARIAVEIS INDEPENDENTES

Tempo de VARIAVEIS DEPENDENTES
Unidade experimental o Luz pH Temperatura
exposicao
Extrato Purificado
Oh Estabilidade:
Fracgao | Atividade antioxidante (ug trolox
Com 4.0 4°C

equivalent/mg)
Fracao 24 h Compostos fendlicos totais (ug
ac clorogenic/mg)
Fracao lll Antocianinas totais (ug cyanidin

48h 3-glucoside por 1009)
Sem 7.0 37°C
Fracéo IV

O experimento sera conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial. Da combinagéo dos niveis de fatores experimentais
resultaram 120 tratamentos (n = 4). Empregou-se o teste F (p < 0,01) na analise de variancia e o teste de Tukey (p < 0,01) na comparacao de médias de

tratamento. O programa Stata 13.0 foi utilizada na analise estatistica de dados.
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Tabela 3. Delineamento experimental da capacidade antienvelhecimento de extratos de maca cv. Gala.

VARIAVEIS INDEDEPENDENTES VARIAVEIS DEPENDENTES
Unidade experimental Concentragdes (mg / mL) radiacao UV célula
5; 2;5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156; 0,078;
0,039; 0,02; 0,0098; 0,0049; 0,0024;
0,00122; 0,00061; 0,00031; 0,000153;

Extrato Purificado

0,000076 e 0,000038 (1) viabilidade celular por MTT,
Fracgao | 3,289; 1,645; 0,822; 0,411; 0,206; (2) capacidade antiproliferativa
Fracao 0,103; 0,051; 0,026; 0,013; 0,0064; 34/ cm?/ 24 h Fibroblasto pelo Ensaio Cometa,
0,0032; 0,0016; 0,0008; 0,0004; 0,0002; MRC5 (3) viabilidade celular pelo
0,0001; 0,00005 e 0,000025 ensaio cristal violeta
Fracao lll 3,289; 1,645; 0,822; 0,411; 0,206;
Fracao IV 0,103; 0,051; 0,026; 0,013; 0,0064;

0,0032; 0,0016; 0,0008; 0,0004; 0,0002;
0,0001; 0,00005 e 0,000025
O experimento sera conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial. Da combinag¢ao dos niveis de fatores experimentais

resultaram 90 tratamentos (n = 3). Empregou-se o teste F (p < 0,01) na analise de variancia e o teste de Dunnet (p < 0,01) na comparagao de médias de tratamento.

O programa Stata 13.0 foi utilizada na analise estatistica de dados. Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).
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Tabela 4. Delineamento experimental da capacidade anticarcinogénica de extratos de maca cv.

Gala frente a células de melanoma.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

VARIAVEIS DEPENDENTES

Unidade experimental Concentragao Tipo de célula Tempo

Extrato Purificado

. SK-mel 108 24h
Fracao | 31,25 ug/mL
(humano)
62,5 ug/mL
Melanoma
Fracao Il 125 pg/mL
B16F10 (rato) 48h
250 pug/mL
MRC5
Fracao llI 500 pug/mL _
(fibroblastos)
B 72h
Fracdo IV

Citotoxicidade celular por
MTT:

% de citotoxicidade celular

O experimento sera conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial. Da combinagéo dos niveis de fatores experimentais

resultaram 225 tratamentos (n = 3). Empregou-se o teste F (p < 0,01) na analise de variancia e o teste de Tukey (p < 0,01) na comparagcao de médias de tratamento.

O programa Stata 13.0 foi utilizada na analise estatistica de dados.
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Tabela 5. Delineamento experimental da atividade antibacteriana dos extratos de maca cv. Gala.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

UNIDADE .
Tempo de VARIAVEIS DEPENDENTES
EXPERIMENTAL s Concentracéo Bactérias
exposigao
Extrato Purificado
24 h
Fracéo | Escherichia coli
500g/L o
Listeria monocytogenes Capacidade anti-
Fracao Il 48 h Salmonella enterica serovar bacteriélogica:*
1 ol Typhimurium Difusdo em disco
Fracéo Il 9 Staphylococcus aureus
72 h
Fracéo IV

O experimento sera conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial. Da combinagao dos niveis de fatores experimentais

resultaram 120 tratamentos (n = 3). Empregou-se o teste F (p < 0,01) na analise de variancia e o teste de Tukey (p < 0,01) na comparacao de médias de

tratamento. O programa Stata 13.0 foi utilizada na analise estatistica de dados.
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Tabela 6. Delineamento experimental da atividade init;itéria de enzimas digestivas de extratos de maca cv. Gala.
UNIDADE VARIAVEIS INDEPENDENTES

EXPERIMENTAL Controle Concentragao Enzimas

Extrato Purificado

VARIAVEIS DEPENDENTES

Fracéo |
. Percentual de inibicao
a-amilase
Fracao Il Acarbose Diluigdo seriada o ICso
a-glicosidase

em ug / mL-1
Fracéo Il
Fracéo IV

O experimento sera conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial. analisados através do programa GraphPad Prism. As

analises foram realizadas em triplicata (n = 3) e expressas como + média do erro padrao utilizando o programa Microsoft Excel.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Compostos bioativos da maga cv. Gala

Existem evidéncias crescentes de que o consumo de fitoquimicos auxiliam na
prevencao de doencgas crénicas nao transmissiveis especialmente com efeitos protetores
contra doencas cardiovasculares, canceres e doengas neurodegenerativas (GONZALEZ-
SARRIAS et al., 2017; RICCIO et al., 2017; GROSSO, 2018), provavelmente, devido ao
conteudo de substancias bioativas, como os compostos fendlicos, que estido relacionados,
diretamente, com acdes como atividade antioxidante e anti-inflamatéria em alimentos
(GROSSO, 2018).

A concentracdo fendlica total dos extratos de macad cv. Gala variaram
consideravelmente (47,4 + 16,1 a 620,6 + 39,8 ug / mg de fragdo ou extrato liofilizados)
(Figura 12). A maior concentracao fendlica foi observada na fragéo IV (620,6 + 39,8 ug /
mgq), seguida da fragao Il (459,3 + 19,8 ug / mg) e do extrato purificado (390,8 + 12,2 ug /
mg). Magas da cv. fuji apresentaram 4,1 ug de equivalentes de acido clorogénico por mg
de fruta fresca (YURI et al., 2014). Em extratos hidrometanolicos de macgéas cv. Bravo de
esmolfe também foi menor o conteudo de fendlicos (43,03 £ 1,71 ug / mL de extrato) mas
deve-se levar em conta que este extrato nao foi liofilizado e nem fracionado ou puirificado
(PIRES et al., 2018). A titulo de curiosidade, magas cv. gala cultivadas no Brasil apresentam
uma média de 520 mg acido clorogénico/100 g de frutas frescas (ALBERTI et al., 2014),
demonstrando a capacidade de concentracdo de compostos fendlicos com a técnica
utilizada. Os menores conteudos de compostos fendlicos foram encontrados na fragao | e
Il.

Os resultados de antocianinas nas fragdes e extratos estdo descritos na figura 12. A
fracdo Ill apresentou 0,271 ug cianidina 3-glicosideo por 100g de fragdo, seguida pelo
extrato purificado que tinha 0,186 3-glucoside por 100g de extrato e apds, fragdo IV com
0,153 pg cianidina 3-glicosideo por 100g de fragao e por fim as fragbes | e Il, ambas com
0,145 3- ug cianidina 3-glicosideo por 100g de fragdes. Em principio, de acordo com a
técnica de fracionamento utilizada, a fracdo |l deveria concentrar antocianinas
monomeéricas, no entanto, este comportamento nao foi observado na matéria-prima
utilizada. Provavelmente, antocianinas monomeéricas estariam na casca das magas, e isso,
talvez aconteceu em virtude da técnica de extragéo nao ter conseguido obteé-las em modo

negativo e obtendo somente a cianidina3-glucosideo, na ionizagao positiva. Portanto, o total
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de antocianinas também foi bem baixo nas analises, mesmo comparando com outros
extratos e frutas frescas. Isso talvez seja explicado pois sabe-se que estes compostos estao
presentes na casca da fruta e ao utilizar a fruta inteira, a quantidade tenha sido diluida.

A concentracdo de antocianinas em maga pode ser atribuida a cultivar, a variacao
de temperaturas diurna e noturna, e ao numero de horas de luz solar durante o
amadurecimento (DROGOUDI; MICHAILIDIS; PANTELIDIS, 2008; WOJDYLO et al., 2008;
MARINHO et al., 2009; VIEIRA et al., 2009). Ainda, nas frutas frescas da maca cv. Gala,
assim como em varias outras frutas, ha grande variagdo na concentragao de antocianinas
quando comparado casca, polpa e fruta inteira (WOLFE; LIU, 2003; LATA, 2007), o que
também foi observado utilizando difentes cultivares produzidas no Brasil (VIEIRA et al.;
2011) ou exterior (WOLFE; LIU, 2003). Assim, a concentragcdo pouco expressiva de
antocianinas pode ser facilmente explicada pelo fato da extragao inical da matéria-prima ter
sido realizada com a fruta inteira (casca, polpa e sementes), simulando um processo
industrial de producio de extratos naturais.

Quanto a atividade antioxidante total foi observada que esta foi maior na fragao IV,
seguida pelo extrato purificado e pela fragao Ill, sendo de 1226,8 ug, 814,2 ug, 763,3 ug do
equivalente trolox por mg de fragao ou extrato liofilizado, respectivamente (Figura 12). Os
compostos fenodlicos possuem a caracteristica de conter pelo menos um anel aromatico
com um grupo hidroxila em sua estrutura, sendo este um dos fatores que confere a eles
propriedades antioxidantes (LA ROSA et al., 2018). Estudos com frutas exéticas brasileiras
atribuiram a atividade antioxidante a presenca de acidos fendlicos, acido tanico e a
proantocianidina (ALMEIDA et al., 2011), compostos estes também encontrados nas trés
fragdes citadas com atividade antioxidante mais elevada no presente trabalho. A atribuicao
de elevada atividade antioxidante a presenca de acidos fendlicos pode estar relacionada a
sua dependéncia dos numeros e posi¢cdes dos grupos hidroxila em relagdo ao grupo
funcional carboxila, sendo que a atividade aumenta quanto maior o grau de hidroxilagéo do
acido (GARCIA-SALAS et al., 2010). Em outras espécies, como a batata-doce roxa, o acido
clorogénico foi o composto fendlico que atuou como o principal sequestrador de radicais
DPPH (OKI et al., 2002). Ja o flavonoide florentina, € um derivado da chalcona, também
tem sido reportada com alta atividade antioxidante e parece que atua como filtro do UV nas
folhas das plantas (RUPASINGHE; YASMIN, 2010; MANZANO; WILLIAMSON, 2010;
NINOMIYA, M.; KOKETSU, 2013) podendo variar muito seu teor conforme cultivar de maca
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(MARCHEV et al., 2013), por exemplo, a Golden Delicious € 2,5 e 3,6 vezes maior do que
a capacidade da Fuji e da Gala, respectivamente (ZARDO et al., 2013).

Houve correlagcdo entre o conteudo total de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante total, conforme demonstrado na figura 12 (p<0,05). Varios estudos, para
diferentes espécies, relatam correlagao positiva entre estes dois fatores (OKI et al., 2002;
KUSKOSKI et al., 2005; MAHATTANATAWEE et al., 2006; BAGETTI, et al., 2009; REDDY;
SREERAMULU; RAGHUNATH, 2010; ALMEIDA et al., 2011; HIRSCH et al., 2013).

m Compostos fendlicos (ug de acido clorogenic/mg)

m Antocininas (ug cianidina 3-glicosideo / 100g)
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Figura 12. Compostos fendlicos totais, antocianinas totais e atividade antioxidante do extrato purificado e das
fracbes de maca cv. gala. Os valores correspondem as médias (n = 3) + desvios-padrao; * ug de trolox
equivalente por mg de amostra liofilizada; ** ug de equivalente de acido clorogénico por mg de amostra

liofilizada. Anova p<0,05.

O perfil fendlico do extrato e fracbes da macga cv. Gala revelou a presencga de 31
compostos fendlicos e quatro nao fendlicos (Tabela 7). Dentre os compostos identificados,
em modo negativo, estdo flavondis (quercetina, kaempferol e rutina), dihidrochalconas
(florentina e floridizina), flavanol (epicatequina e procianidinas) e acidos fendlicos (acido
cafeico e acido cumarico), alguns na sua forma conjugada, co-valentemente ligados a
agucares, por O-glicosidico ou menos comumente por ligagdes C-glicosidicas, e ainda

ligados a acidos organicos, especialmente nas fragdes Il e IV e purificado. Em modo
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positivo de ionizacdo, a fragdo IV e o extrato purificado apresentaram cianidina-3-
galactosideo. Diferentes técnicas tém sido utilizadas para extragdo de compostos fendlicos
em macas e outras frutas (OSZMIANSKI et al., 2015; ALBERTI et al., 2017).

Este compostos, em sua maioria, ja foram reportados na literatura para magas
(TSAO et al., 2003; LIAUDANSKAS et al., 2014a; LIAUDANSKAS et al., 2014b; RANA;
BHUSHAN, 2016; KSCHONSEK et al., 2018), com concentracbes diferentes conforme
cada cultivar e fatores externos (MANACH et al., 2005), sendo que, no caso das
antocianina, a cianidina-3-galactosideo € a principal responsavel pela cor da casca desta
fruta localizados principalmente nos vacuolos das células vegetais (IGLESIAS;
ECHEVERR; SORIA, 2008).

No extrato purificado (tecnicamente livre de agucares e &acidos organicos), foi
possivel a identificacdo de quatro flavonols, quatro flavanols, dois acidos hidroxindmicos e
trés dihidrochalconas, sendo eles procianidinas, epicatequinas, quercetinas, florentina e
acidos 4 p-coumaroilquinico e clorogénico (Tabela 7). Para as trés cultivares mais
produzidas no Brasil (Golden Delicious, Fuji e Gala) os compostos catequina, epicatequina,
acido clorogénico, procianidina B1, procianidina B2, florentina, juntamente com Kaempferol-
3-glucoside e quercetinas, estado entre os principais compostos encontrados (FELICIANO
et al. 2010; ZARDO et al.,, 2013), sendo que os glicosideos de quercetina sao,
frequentemente, dificeis de separar (KSCHONSEK et al., 2018). Um perfil parecido foi
observado para macas da cv. Royal Gala (HENRY-KIRK et al., 2012) e com outros
compostos em como rutina, avicularina e cianidina 3-O-galactosideo (SIMMONDS;
HOWES, 2018).

Também em extratos de bagago de macga industrial foi encontrado perfil semelhante
como procianidinas, acido clorogénico, catequinas, epicatequina, quercetinas, além da
florentina (LU; FOO, 2000; BAI; ZHANG; REN, 2013), e mesmo utilizando diferentes
cultivares e formas de extragdo o perfil fendlico ndo apresenta grande variagao
(identificaram também acido galico, rutina e florentina) (GRIGORAS et al. 2013). A presenca
da florentina se deve ao fato da extracao ter sido realizada com a fruta inteira e este
composto fendlico foi identificado como o dominante nas sementes (XU et al., 2016) e em
extratos com condi¢cdes acidificadas (MARCHEV et al., 2013). No presente estudo, a

florentina foi identificada no extrato purificado e nas fragdes lll e IV.
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Alguns estudos ja elencam macgas como fonte de catequinas, quercetinas, acido
clorogénico e cafeico (ESCARPA; GONZALEZ, 1998; LU; FOO, 2000; HE; LIU, 2008;
FRANCINI; SEBASTIANI, 2013; KSCHONSEK et al., 2018). O acido clorogénico apareceu
no extrato purificado e nas fragdes lll e IV, também. Este foi o0 Unico acido hidrocindmico
reportado em polpas de macgas vermelhas e brancas (WANG et al.,, 2015). Nas trés
cultivares mais produzidas no Brasil, Golden Delicious, Fuji e Gala, o perfil fendlico mostrou
acido 5-cafeoilquinico, (2) -epicatequina, procianidina B2 e florentina, sendo as
procianidinas predominantes e quercetinas, a minoria (ZARDO et al., 2013).

Na fracao | foi identificado um acido carboxilico, o acido malico, talvez em pequenas
concentragdes. Este composto deveria ter sido eliminado junto com os outros acidos
organicos. Os acidos fendlicos, derivados benzoéico e/ou hidroxicinamico, deveriam ser
encontrados no extrato purificado e, principalmente, na fragdo | mas isso ndo aconteceu.
Estes acidos fendlicos ocorrem na natureza na forma de éster associada com acidos
carboxilicos ou glicose. Cabe destacar que os acidos fendlicos sdo, na maioria das vezes,
de média polaridade, muito reativos, e suscetiveis a acdo de enzimas (SUSREZ,
PICINELLI; MANGAS, 1996). Desaminacao, hidroxilagdo e metilagado séo as trés principais
reagdes envolvidas na formagao de acidos fendlicos. Alguns compostos fendlicos, como
acido cafeico, pode ser degradado durante o aquecimento (LOU et al., 2014). Nesta fragao,
0s picos 5, 6 e 7 do cromatograma nao foram identificados com base na literatura ou
padrdes, de acordo com a figura 13A.

Compostos fendlicos foram fracionados de sucos de magas em grupos neutros e
acidos, também por extracdo em fase solida, possibilitando a identificacdo de acido
clorogénico, epicatequina, florentina e quercetina em diferentes fracbes (ZESSNER et al.,
2008). Diferentes acidificacbes do solvente sdo comumente realizadas quando todas as
subclasses de fendlicos sdo co-extraidas. Outro estudo que extraiu flavonois de casca de
maca 'ldared' descreveu que a concentracdo crescente de HCI adicionada ao metanol é
diretamente proporcional a recuperacdo da quercetina, mas inversamente proporcional a
recuperacao de seus glicosideos pois promove uma hidrélise quebrando os agucares pela
alta acidez (RUPASINGHE; KATHIRVEL; HUBER, 2011).

Na fracao Il foi possivel identificar trés flavanols, trés acidos hidroxindmicos e uma
flavanona, dentre eles procianidinas, catequinas, acido caféico, acido p-coumaroilquinico e

eriodictol hexosideo. Nesta fragdao, pela técnica aplicada, era esperado encontrar
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antocianinas monoméricas como a cianidina-3-galactosideo. Pelo perfil apresentado se
observa que a técnica nao foi eficiente na separacdo de compostos fendlicos desta matéria-
prima ou o equipamento nao foi eficiente na deteccédo deste composto. Ainda, como estes
compostos ndo estdo quantificados, pode ser que as concentragdes dos compostos
indesejados nesta fragao seja pequena.

Ja na fracao lll, foi possivel identificar trés flavonols, trés dihidrochalconas trés
flavanols e trés acidos hidroxinamicos, sendo eles procianidinas, epicatequinas,
quercetinas, florentinas, acido clorogénico e acido 4 p-coumaroilquinico. O flavonoide
florentina, é caracteristico de maca e seus derivados e foi encontrado na fracao lll, na IV e
no extrato purificado. Este composto tem fraca solubilidade em agua, assim como outros
fendlicos naturalmente existente em frutas e vegetais, pois sao, geralmente,
covalentemente ligados a polimeros insoluveis e muitas vezes o tratamento térmico pode
ser usado para liberar seus compostos ligantes (LOU et al., 2014).

Por fim, na fracdao IV foram identificadas quatro flavonols, quatro flavanols, trés
dihidrochalconas e dois acidos hidroxindmicos. Nesta fracdo, pela técnica utilizada, se
concentram os compostos polimerizados. No entanto, foram encontradas, assim como na
fracdo lll, epicatequina e procianidinas, quercetinas, acidos fendlicos (clorogénico e p-
cumarico), e florentinas. O metanol, foi o solvente utilizado para extragdo de compostos
desta fragao, e possibilitou a extragdo de moléculas grandes e polimerizadas.

Especialmente, as catequinas e epicatequinas, identificadas nesta fragao, por ter alto
peso molecular devido as suas varias unidades de flavanol na estrutura (polimerizadas),
foram eluidas nesta fracdo. A heterogeneidade estrutural dos flavondides, possibilita
diferentes reag¢des de hidroxilagdo, O-metilagao, clivagem do heterociclo, desglicosilagao e
cisdo de espécies poliméricas em unidades para que tenha alguma atividade especifica
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

As procianidinas devem estar em maior quantidade nesta fracdo. Elas, estao
presentes em maior quantidade, especialmente em macas ndo amadurecidas, € sio
compostas de formas polimerizadas de (-) - epicatequinas e (+) — catequinas foramndo
pilimeros com alta diversidade estrutural (MASUDA et al., 2018).

O composto florentina, extraido na fracao Ill e 1V, foi assim obtido com metanol e
acetato de metila, pois a polaridade dele é dificimente afetada por um desvio de pH devido

seu valor de pKa e da sua dificuldade de dissociacdo em meio acido, portanto, a
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recuperacao pela silica adsorvente € menos afetada apds a alteragdo do acidez das
solugdes (KAMMERER et al., 2011). Os niveis de compostos fendlicos, como a florentina,
diminuem significativamente durante o processamento, portanto, mais pesquisas sao
necessarias para procurar maneiras de otimizar os niveis desses compostos em produtos
derivados da maca.

A literatura aponta perfil fendlico semelhante ao encontrado neste trabalho, no
entato, se evitou comparacées relacionadas a concentracbées em virtude dos compostos
nao terem sido quantificados nas unidades experimentais, sendo esta uma limitacdo do

estudo.
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Tabela 7. Perfil fendlico de extrato purificado e de fracdes liofilizadas de maca cv. Gala.

E;(:;Ztg;:u Pr'lfo I:tr:r?gégg Classe: subclasse® Grupo quimico®
1 2,76 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (dimero)
2 3,05 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido clorogénico
3 3,25 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (isémero)
4 3,35 Outros Amigdalina
5 3,51 Flavonoide: Flavanol Epicatequina
6 3,59 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos 4 p-coumaroilquinico
Extrato 7 3,74 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (trimero)
purificado? 8 412 Flavonoide: Flavonol Quercetina30-rutinosideo
9 4,24 Flavondide: Flavonol Quercetina-O-hexosideo
10 4,46 Flavonéide: Flavonol Quercetina (derivado)
11 4,62 Flavondide: Flavonol Quercetina-O-pentosideo
12 4,76 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina -2'-O-(2"-O-xylosil)- glucosideo
13 4,82 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina -2'-O-(2"-O-xylosil) glucosideo (isdmero)
14 5,19 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina-2’-O-glucosideo
E?(ftrato e 1 2.79 Flavondide: Antocianina Cianidina 3-galactosideo
purificado
1 0,99 Acido carboxilico Acido Malico
Fracdo | 2 1,44 Outro Glucosil-O-pentosil-O-glucosideo
3 1,67 Outro Oligomeros de hexoses
4 3,46 Outro Carboxibenzoato
1 2,76 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (dimero)
2 3,05 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido cafeico (Acido 5-O-cafeoilquinico)
3 3,25 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (trimero)
Fragao I 5 3,48 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido caféico (isomero)
6 3,60 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos 4 p-coumaroilquinico (derivado)
9 4,35 Flavondide: Flavanona Eriodictol hexosideo
10 4,53 Flavondide: Flavanol Isbmeros de catequina

Continua tabela 1
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E;(trat~o ou P'SO Tempo~d§ Classe: subclasse® Grupo quimico®
ragoes n°. retengéo
1 2,76 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (dimero)
2 3,05 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido clorogénico
3 3,25 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (trimero)
4 3,51 Flavonéide: Flavanol (-) Epicatequina
5 3,59 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos 4 p-coumaroilquinico
6 3,74 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (trimero)
Fracgo Ill . (contarr’unante em m/z 351) ,
4,12 Flavonéide: Flavonol Quercetlna-3-O-quco§|deo ou Qqercetlna galactosideo ou
isoquercetrina
8 4,30 Flavondide: Flavonol Quercetina-3-O-galactosideo
9 4,76 Flavonoide (dehidrochacona) Florentina-2’-O-xiloyl-glucosideo
10 5,19 Flavonoide (dehidrochacona) Florentina -2’-O-glucosideo
11 5,92 Flavondide: Flavonol Quercetina
12 6,65 Flavonoide (dehidrochacona) Florentina
1 2,76 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (dimero)
2 3,05 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido clorogénico
3 3,25 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (isébmero)
4 3,35 Outros Amigdalina
5 3,51 Flavonéide: Flavanol (-) Epicatequina
6 3,59 Acido Fendlico: acidos hidrocinanicos Acido p-cumarico
Fragéo IV¢ 7 3,74 Flavonéide: Flavanol Procianidina B (trimero)
8 412 Flavondide: Flavonol Quercetina30-rutinosideo
9 4,24 Flavondide: Flavonol Quercetina hexosideo
10 4,46 Flavondide: Flavonol Quercetina derivado
11 4,62 Flavondide: Flavonol Quercetina-O-a-L-arabinofuranosideo
12 4,76 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina -2ofuranosideomero glucosideo
13 4,82 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina -2ofuranosideomer pad glucosideo (isbmero)
14 5,19 Flavondide (Dihidrochalconas) Florentina -2’-O-glucosideo
Fracdo IV® 1 2,76 Flavonoide: Antocianina Cianidina 3-glucosideo

aTempo em minutos PClassificados com basse: http://phenol-explorer.eu/compounds ‘ldentificados usando um padrdo 9Modo negativo

®Modo positivo
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Figura 13- Cromatogramas UPLC-Qtof-Ms em modo negativo para fragdes e extrato de maca cv. gala. A:
Fracdo | - Acidos fendlicos com pico 5, 6 e 7 ndo identificados; B: Frag&o 2 - Antocianinas monoméricas
com pico 4, 7, 8, 11 e 12 nao identificados; C: Fragao 3 - Flavondides; D: Antocianinas poliméricas e E:
extrato purificado. Fases moveis com 0,1% de acido féormico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico
(B), gradiente variando de 0-15 min (2-95%) B; (15,1-17) min (100%) de B; (17.1-19.1) min (2%) de B, fluxo
de 0,4 ml/min e volume de injegao de 5 ul.
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6.2 Estabilidade do extrato purificado e das fragées fendlicas de macga cv. gala

O estudo preliminar de estabilidade de compostos é fundamental para o
desenvolvimento de novas formulagdes, ele ajuda a monitorar e verificar com antecedéncia
o desempenho do produto contra varias condicbes de validade, intervalo de tempo,
fornecendo dados sobre a manutencdo das caracteristicas de agao bioldgica desde a
producao até a data de vencimento (CARDOSO et al., 2011).

A estabilidade de tempo, temperatura, luz e de pH da unidade experimental foi
verificada nas tabelas 8, 9 e 10. A estabilidade destes compostos é fundamentalmente
importante para que seu uso seja efetivo na aplicagdo em produtos farmacéuticos,
cosméticos ou alimenticios. E, sabe-se que os compostos fendlicos se degradam com
exposicao a luz, a temperatura, alteracdo de pH, adicdo de UV.

Em relagao aos resultados, na condicao de armazenamento 6tima, protegido da luz
e temperatura de 4°C, os compostos fendlicos do extrato purificado e das fracbes se
mantiveram até 48h sem degradacgéo, com excecgao da fragao Il, Il e IV sem alteragao de
pH. Ja para as condi¢cdes de armazenamento normal, exposto a luz e temperatura de 37°C,
degradou os compostos em todas as amostras, independente de pH, com excegao da
fracdo IV que se manteve sem alteragcdo no pH 4,0 (Tabela 8). A diferenga entre
armazenamento normal e 6timo esta na temperatura (4 °C ou 37 °C) e na exposi¢ao ou nao
a luz. De forma geral, € possivel observar uma manutengdo dos compostos fendlicos
quando seu armazenamento esta sob condicdes de protecdo da luminosidade e em baixa

temperatura e em algumas situagcdes com alteragao de pH.



Tabela 8. Concentracgao total de compostos fendlicos (ug) do extrato purificado e das fragdes de maca cv. Gala de acordo com alteragéo

de pH, de luz e tempo de armazenamento.

Conteudo total de fendlicos durante o armazenamento 2@

Fracdo ou ]
extrato Tratamento P Normal ¢ Otimo ¢
Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Extrato pH amostra 528,6+27,2bA 492,3+38,7aA 365,0+28,5aB 386,2+3,4aA 406,0+3,3aA 402,1+5,6a A
purificado pH pele 661,8433,0aA 471,4156,9aB 355,2+2,6aC 349,4+40,2bA 347,5+25,2bA 358,7+3,8b A
B pH amostra 55,2+8,8aA 36,7+3,1aB 7,915,2aC 15,713,1aA 12,3+0,5aA 6,6+2,4bA
Fragao| pH pele 27,3+3,6bA 26,4+2,0aA 6,4+4,5aB 13,0+1,4aA 19,7+1,1aA 19,4+0,9aA
B pH amostra 30,7+1,3aA 28,6+3,6aA 10,9+1,8aB 62,7+1,3aA 31,9+1,7aB 29,3+1,5aB
Fragao l pH pele 32,416,1aA 29,0+1,8aA 9,9+2,8aA 17,611,1bA 27,9+3,2aA 19,2+1,7aA
Fragao I pH amostra 499,5+20,4aA 541,6+31,7aA 409,2+24,.8aB 450,0+12,0aA 407,6+7,8aB  398,0+7,9bB
pH pele 475,5+30,9aA 385,916,4bB  375,8427,1aB 430,6114,7aA 422,4+26,3aA 441,212 1aA
; pH amostra 774,2+254aA 650,613,5aB 585,1+18,4aB 522,61+8,8aB 571,3t56,7aA 508,3+16,1aB
. pH pele 504,0+29,1bA 501,0+33,4bA 417,7£55,2bA 429,6114,2bA 437,0+3,0bA  433,5+3,2bA

aDados indicam média (+ DP) para 4 repeticées onde letras minusculas na coluna e maiusculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, Fendlicos foram
expressos em g equivalentes do acido clorogénico/mg fragéo ou extratos, ® pH 4,0 da pele alterado com tampao, ¢ Exposto & luz combinado com temperatura de

37 ° C; 9Protegido da luz combinado com a temperatura de 4 ° C.
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Em relagao as antocianinas, o extrato purificado e fragdes apresentaram pequenas
concentracdes deste fitoquimico. O armazenamento em condigdes normais foi eficaz em
manter a concentragcdo de antocianinas no decorrer do tempo, e o armazenamento em
condigdes 6timas aumentaram seus valores (Tabela 9).

Dentre as fracdes e extratos, a fracao Il se destacou no total de antocianinas no pH
original da fragado, sem alteragao. Ja no armazenamento sob condigbes 6timas o total de
antocianinas aumentou no decorrer do armazenamento. Este fato se repetiu mesmo
repetindo varias vezes o mesmo experimento e este aumento foi de 2 a 3 x o valor inicial,
especialmente no extrato purificado. A hipotese é de que este resultado pode indicar uma
concentragao de antocianinas ao longo do tempo pela redugdo de umidade. Uma segunda
hipétese é que tenha tido algum tipo de degradacao durante o armazenamento e que ao
longo dos experimentos foi conseguido uma melhor identificagdo dos compostos a partir da
sua polimerizagdo ou separagdo de grupamentos das antocianinas. Em uma matriz
diferente (sucos de acai) as altas taxas de polimerizagdo de antocianinas durante o
armazenamento, aumenta o total de antocianinas poliméricas de 70-80% em 8 dias a 35°C
(PACHECO-PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT, 2007).

O armazenamento de extratos de diversas frutas tem uma tendéncia em reduzir a
estabilidade das antocianinas ao longo do armazenamento, seja ele refrigerado ou
congelado e também a estabilidade se mostrou dependente do pH utilizado (HURTADO et
al., 2009; PLISZKA et al., 2013). Talvez o meio acidificado do método facilitou a alteragao
nas estruturas das antocianinas durante o armazenamento aumentando o grau de extragao.

Al

A estrutura molecular das antocianinas tem sua natureza ibnica, por issosua
coloracao depende do pH solugéo (vermelhas em meio acido, purpura em pH neurtro e azul
em pH crescente. Dependendo do pH e da estabilidade da antocianina, pode ocorrer a sua
polimerizacdo. Pesquisas atuais em vinho revelaram que reacdes de taninos produzem
tanto polimeros maiores quanto espécies menores, reagdes de antocianinas podem gerar
espécies incolores e também pequenos pigmentos poliméricos (FRANCIA-ARICHA et al.,
1997).



Tabela 9. Concentragao total de antocianinas (ug) do extrato purificado e das fragdes liofilizadas de maga cv. Gala de acordo com

alteracao de pH, de luz e tempo de armazenamento.

Fracéo Total de antocianinas durante o armazenamento?
ou Tratamento® Normal © Otimo ¢
extrato Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Extrato pH amostra 0,186 +0,002aA 0,204 +0,004aB 0,193 + 0,015aB 0,736 + 0,004aA 1,140 + 0,097aB 1,205 + 0,153aB
purificado pH pele 0,175 + 0,002aA 0,160 £ 0,003bB 0,159 + 0,009bB 0,286 + 0,007bA 0,609 + 0,027bB 0,666 + 0,025aB
Fragao | pH amostra 0,145 £ 0,006aA 0,155 £ 0,007aA 0,151 £ 0,007aA 0,160 + 0,010aA 0,380 + 0,033bB 0,474 + 0,016aB
pH pele 0,141 £ 0,010aA 0,149 £ 0,010aA 0,145 + 0,016aA 0,155 + 0,007aA 0,461 + 0,018aB 0,499 + 0,031aB
Fracao I pH amostra 0,145 £ 0,013aA 0,158 £ 0,018aA 0,158 + 0,018aA 0,156 + 0,010bA 0,433 + 0,053bB 0,509 + 0,026aB
pH pele 0,147 £ 0,012aA 0,156 + 0,014aA 0,151 £ 0,018aA 0,168 + 0,013aA 1,037 + 0,755aB 0,502 + 0,033aA
Fracao Ill pH amostra 0,271 £ 0,098aA 0,267 £ 0,111aA 0,288 + 0,113aA 0,361 + 0,017aA 0,782 + 0,104aB 0,791 + 0,089aB
pH pele 0,148 £+ 0,003bA 0,163 £ 0,012bA 0,189 + 0,054bB 0,198 + 0,013bA 0,549 + 0,053bB 0,542 + 0,023bB
Fragao IV pH amostra 0,153 £ 0,003aA 0,167 £ 0,002aA 0,156 + 0,003aA 0,283 + 0,032aA 0,629 + 0,089aB 0,616 + 0,041aB
pH pele 0,147 £ 0,003aA 0,156 + 0,002aA 0,150 + 0,008aA 0,216 + 0,015bA 0,563 + 0,009bB 0,577 + 0,057bB

aDados indicam media (+ DP) para 4 repeti¢cbes, onde letras minusculas na coluna e maiusculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, Antocianinas

foram expressas em ug do equivalente cianidina 3-glicosideo / 100g frag&o ou extrato, ® pH 4,0 da pele alterado com tampao, ¢ Exposto & luz combinado com

temperatura de 37 ° C; ¢ Protegido da luz combinado com a temperatura de 4 ° C,
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A atividade antioxidante do extrato purificado e das fragdes de macga cv. Gala foi
medida durante os estudos de estabilidade ao pH, luz, temperatura e tempo de
armazenamento. Desta forma, foi observado que, tanto em condi¢gdes normais, como nas
condicdes 6timas de armazenamento, com valores diferentes entre a alteragao de pH, a
atividade antioxidante das amostras experimentais foi reduzida.

No extrato purificado houve uma reducdo de até 60% nas primeiras 48h nas
condi¢des normais de armazenamento e pH da amostra e no pH da pele houve reducao de
49%. Nas condicdes 6timas a reducgao foi menor de até 45% no pH da amostra de 40% no
pH da pele. Ja na fracéo | a redugao foi maior no pH da pele mesmo no armazenamento
6timo. Houve reducéao da atividade em condigdes normais de armazenamento de 40% com
pH da amostra e de 75% pH da pele e em condi¢des étimas de 30% para pH da amostra e
85% para pH da pele. A atividade antioxidante da fragao Il também demonstrou reducgéao
acima de 75% em todas condi¢gdes de armazenamento e pH. A fragcao Ill demonstrou
apenas 10% de reducéao na atividade nas condi¢des 6timas de armazenamento. Fragao IV
mostrou menores reducdes da atividade em pH da pele, enquanto que no pH da amostra
perdeu 50% mais da atividade em condi¢des 6timas ou normais de armazenamento.

Ainda, da mesma forma que para a determinagcao de compostos fendlicos totais, a

atividade antioxidante foi mais expressiva nas fragdes lll, IV e no extrato purificado.



Tabela 10. Atividade antioxidante total de extrato purificado e fracbes de maca cv. Gala de acordo com alteracao de pH, de luz e tempo

de armazenamento.

Fragao Atividade antioxidante durante o armazenamento 2
Tratamento _
ou X Normal © Otimo ¢
extrato Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Extrato  pH amostra 746,9+146,9bA 545,7+104,7bA 283,7+162,4bB 619,8+241,2aB 1144,7£188,1aA  357,1104,2aB
purificado pH pele 1072,5+149,3aA 968,61102,5aA 532,2+150,8aB 461,364,1aA 472,3184,8bA 310,5+43,5aA
) pH amostra 12,840,7bA 6,7+0,7aA 7,6+10,4aA 36,6£11,1Ab 65,8£17,1aA 28,9+12,9aB
Fragao | pH pele 24,5+1,3aA 13,1+1,4aB 6,0+1,7Ab 14,912 5bA 10,8+2,5bA 2,2+1,0bA
B pH amostra 111,5+106,3aA 22,4+6,6aB 15,7+5,6aB 20,348,0bA 13,8+11,3aA 4,0+2,6aA
Fragao |l pH pele 14,1+4,7aA 8,5+10,7aA 3,6+1,6Aa 304,919,8aA 31,6+1,5aB 36,4+17,2aB
B pH amostra 777,8481,6aA 713,7493,3aA 463,9+317,0aA 579,8490,3aA 616,3+100,1aA 397,4159,5aA
Fragao |l pH pele 949,21+461,6aA 628,24+34,0aA 553,31£358,7aA 418,1+104,2aA 621,8440,3aA 391,84285,1aA
B pH amostra 2083,41940,4aA 1190,0+£153,1aB 1056,8+378,7aB 954,8+113,1aA 1259,11£206,9aA 386,6+321,9aB
Fragao [V pH pele 747,4189,0bA 815,6+135,2aA 711,64£398,1aA 358,31+21,3bAB 710,9448,1bA 272,6+98,3aB

@ Dados indicam media (+ DP) para 4 repeticdes onde letras mindsculas na coluna e maiusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, Atividade

antioxidante foi expressa em ug equivalente trolox/mg fragdo ou extratos, ° pH 4,0 da pele alterado com tamp&o, ¢ Exposto a luz combinado com temperatura de

37 ° C; 9Protegido da luz combinado com a temperatura de 4 ° C.
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Estudos com separagao de extratos por fracionamento e purificacdo sdo escassos
na literatura cientifica, o que limitou a comparacao de dados. Neste item de estabilidade
foram realizadas algumas comparagdes entre armazenamento de extratos de frutas.

A estabilidade do perfil fendlico pode ser afetada por diversos fatores como pH,
temperatura de armazenamento, estrutura quimica, concentragao, luz, oxigénio, solventes,
presenca de enzimas, proteinas e ions metalicos, tanto em frutas quanto em extratos
(REIN, 2005). Estudos com extratos demonstram que a decomposigao de acidos fendlicos
aumenta com o aumento da temperatura e com o aumento do tempo de exposigcdo (CHENG
et al.,, 2014). Os acidos cafeico, clorogénico e galico nao sao estaveis em pH alto. Em
particular, o acido clorogénico é estavel em pH acido e a temperatura elevada. Ja a
catequina, epigalocatequina, acido ferulico, rutina e acido trans-cinadmico sao resistentes a
degradacéo induzida por pH alto (FRIEDMAN; JURGENS, 2000).

6.3 Atividade biolégica do extrato purificado e das fragées de macga cv. Gala

6.3.1 Efeitos na prevenc¢ao e no tratamento do cancer

Entre os fatores de risco para o melanoma, a exposi¢ao natural aos raios UV é o
principal agente mutagénico com propriedades de ser um iniciador ou promotor tumoral
(D'ORAZIO et al., 2013). Tratamentos tradicionais de cancer de pele, incluem cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, causam efeitos colaterais, principalmente, pela perda da
funcao celular normal devido ao direcionamento inespecifico dos tratamentos. Assim, ha
uma busca constante por novos métodos anticancerigenos e farmacos que sejam mais
especificos para o tumor e menos invasivos ao paciente (ZHAO; HE, 2010).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 11, o potencial citotéxico foi
expresso em porcentagem de células mortas em comparagao ao controle e classificadas
em baixa, moderada ou elevada citotoxicidade em fibroblastos. O extrato purificado
apresentou citotoxicidade na faixa de concentracao de 25 a 0,098 % (p/v ou peso/volume),
as quais foram responsaveis por uma reducao de até 77% da viabilidade celular. Na faixa
de concentracéo de 0,049 a 0,024% (p/v), o extrato apresentou citotoxicidade moderada,
mantendo a taxa de viabilidade celular acima de 65%. A partir da concentragédo de 0,012

até a concentracao de 0,0002 % (p/v) o extrato apresentou citotoxicidade pouco importante
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ou neglivel, mantendo a viabilidade celular préxima ou superior a 100% quando comparada
ao controle. Assim, o extrato purificado é seguro para aplicagdao em culturas celulares na
faixa de concentracdo que varia de 0,003 a 0,0002 % (p/v), concentragcdes as quais
possuem citotoxicidade negligivel ou pouco importante. Todas as concentragdes foram
estatisticamente significantes quando comparados ao controle.

Viabilidade celular realizada a partir do ensaio cristal violeta em células de
fibroblastos também foi realizado. Todas as concentragdes testadas in vitro demonstraram
uma alta viabilidade celular protegendo o DNA das células, sendo 0,012% (p/v), a
concentragao que apresentou a maior protecdo ao DNA, aumentando em 27%, em relagao
ao controle (Tabela 11). O extrato purificado de macéad cv. Gala foi capaz de proteger
significativamente o DNA das células de fibroblastos, quando comparamos ao grupo

controle (ndo-tratado).

Tabela 11. Efeito do extrato purificado de maga cv. Gala na viabilidade e na citotoxicidade

celular em tratamentos com diferentes concentracdes.

Concentragoes % Viabilidade
% Citotoxicidade* p p

(% plv) celular**

0,049 108,15+1,56 <0,01 59,29+2,67 <0,01
0,024 112,0010,77 <0,01 51,21+2,77 <0,01
0,012 118,57+1,49 <0,01 27,35 2,76 <0,01
0,006 113,411+2,51 <0,01 15,65 +3,34 <0,01
0,0024 117,1212,46 <0,01 -4,02+7,52 <0,01
0,0015 127,99+4,00 <0,01 -15.95+9,16 <0,01
0,0008 119,84+1,08 <0,01 -32,08+4,86 <0,01
0,0004 120,83+1,88 <0,01 -32,95 +1,04 <0,01

*Resultados do MTT expressos em média £ DP (n=3) para fibroblastos incubados por 48h e comparados com
o controle (DMEN). **Resultados do ensaio de Cristal violeta expressos em média £ DP (n=3) para células
incubadas por 24 h e comparadas com o controle (DMEN); Médias comparadas com o controle pelo ANOVA,

Dunnet.

Ensaios de citotoxidade foram realizados também nas fragdes fendlicas,

previamente ao ensaio cometa, através do método 3-4,5 dimethylthiazol-2, 5 diphenyl
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tetrazolium bromide, o MTT. Para o ensaio do cometa, foram utilizadas as trés
concentragbes mais altas que apresentaram citotoxicidade menor ou insignificante no
ensaio MTT.

Utilizando fibroblastos, houve reducdo na formacdo de cometas quando os
fibroblastos foram incubados com o extrato purificado (Figura 13A). A partir disto, este
extrato foi combinado com radiagéo ultravioleta onde a redugao em 14, 23 e 34% do dano
ao material genético foi verificada quando comparado ao grupo controle irradiado, nas
concentragdes de 0,0024, 0,0012 e 0,0006% (p/v). A fragdo | submetida a radiagdo UV
apresentou menor dano ao DNA quando comparada ao grupo controle irradiado, nas
concentragdes de 0,313 e 0,156% (p/v), reduzindo em 8 e 13%, respectivamente (Figura
13B). A fracao Il conseguiu reduzir a formagao de danos ao material genético em até 19%
(Figura 13C). A concentragdo de 0,013% (p/v) da fragéo Ill e da fragdo IV reduziram os
danos ao DNA em 17%, ja em concentragbes maiores, de 0,051 e 0,026 mg / mL, reduziram
em 8% (Figura 13D) e 22% (Figura 13E), respectivamente.

Neste estudo, investigou-se, além da viabilidade e da citotoxicidade, a atividade de
proteger o dano ao DNA apés a irradiagcao de culturas celulares. Os dados de redugao de
danos ao DNA despertam grande atengao para os extratos concentrados e ja foram
observados em acgdes topicas in vivo como dermatite em camundongos (NOH et al., 2008)
e danos por UV (SEVIN et al., 2007). As acdes de protegcdo ao DNA dos extratos podem
estar ligada aos flavonoides pois estes exercem amplos efeitos anti-inflamatérios e
antiproliferativos em fibroblastos (GONZALEZ et al., 2011).

Os fendlicos da maga mostram alta capacidade antioxidante in vifro e se
correlacionam razoavelmente bem com o estado antioxidante do sangue (KAHLE; KRAUS;
RICHLING, 2005). Existem variagdes estruturais substanciais dos compostos fendlicos que
tém impacto sobre seu perfil bioldgico e, especificamente, sobre seus efeitos nas condigdes
inflamatdrias (GONZALEZ et al., 2011). Como demonstrado no perfil cromatogréfico a maga
€ rica em substancias antioxidantes, e tem sido associada a prevencao de oncogéneses.
Produtos cosméticos produzidos a partir desses extratos sdo promissores no tratamento do
melanoma, como tratamento tépico alternativo. Neste sentido, o extrato purificado e as
fracdes foram testadas em células de fibroblastos e de melanoma.

O extrato purificado demonstrou uma citotoxicidade significativa na concentragéo de

0,049% (p/v), sendo que esta foi reduzindo de acordo com a redug¢ao da concentragao
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testada. A viabilidade celular foi proxima ou maior que 100% quando comparada ao
controle, sendo a concentragao de 0,0024% (p/v) a primeira concentracdo nao citotéxica
do extrato. A partir desta concentragao foram realizados testes com UV (Figura 14).

A formacdo de danos ao DNA em cultura de fibroblastos humanos submetidos a
radiacao ultravioleta (UVA) estd demonstrada na figura 14A. O grupo controle submetido a
radiagcdo UV apresentou comet score significativamente superior em relagdo ao grupo
controle basal (ndo irradiado) (P<0.0001) para o extrato purificado |. Ademais, o grupo
tratado com o e submetido a radiacdo UV, apresentou menor formagao de danos ao DNA
quando comparado ao grupo controle irradiado, nas concentragdes de 0,0024, 0,0012 e
0,0006% (p/v). Logo, o extrato purificado foi capaz de reduzir em 14, 23 e 34%,
respectivamente, a formacao de danos ao material genético, ficando evidente a capacidade
do produto reduzir a fragmentagao do DNA induzida pela radiacao ultravioleta em cultura
de fibroblastos humanos.

Outros estudos também demonstram que extratos fendlicos de diferentes espécies
tem poder de proteger células de fibroblastos frente a radiacdo UV, aumentando a
viabilidade celular e diminuindo danos ao DNA, como é o caso de extratos de morango
(GIAMPIERI et al., 2012) e de extratos de cravo (PATWARDHAN; BHATT, 2015). Neste
sentido, o extrato purificado pode ser utilizado como agente fotoprotetor.

O efeito radioprotetor de dois fitoquimicos, acido quinico e acido clorogénico, contra
a instabilidade gendémica induzida por irradiagao de raios X em linfécitos humanos néao-
tumorigénicos foi estudado por Cinkilic et al. (2013). A capacidade protetora contra o dano
ao DNA induzido pela radiacao foi avaliada usando o ensaio cometa alcalino em linfocitos
sanguineos humanos isolados de dois doadores humanos saudaveis. O acido quinico
diminuiu a presencga de danos no DNA induzidos por irradiagdo em 5,99 a 53,57% e o acido
clorogénico em 4,49 a 48,15%.

A figura 14B o tratamento com a fragao |, nas concentra¢des de 0,625, 0,313 e
0,156% (p/v), e submetido a radiagdo UV, apresentou menor formagao de danos ao DNA
quando comparado ao grupo controle irradiado, nas concentracées de 0,313 e 0,156%
(p/v). Assim, a ela foi capaz de reduzir em 8 e 13%, respectivamente, a formag¢ao de danos
ao material genético ficando evidente a capacidade do produto reduzir a fragmentagéo do

DNA induzida pela radiagao ultravioleta em cultura de fibroblastos humanos.
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Na figura 14C o tratamento com a fracao Il, e submetido a radiagao UV, apresentou
menor formacédo de danos ao DNA quando comparado ao grupo controle irradiado, nas
concentragdes avaliadas (0,156, 0,078 e 0,039% (p/v), reduzindo em até 19% a formacao
de danos ao material genético.

O tratamento com a fragdo Ill estd representada na figura 14D onde nas
concentragdes de 0,051, 0,026 e 0,013 mg/mL, as celulas tratadas e submetidas a radiagao
UV, apresentaram menor formagao de danos ao DNA quando comparado ao grupo controle
irradiado, na concentragao de 0,013 mg/mL. Houve redugéo de 17% a formagéo de danos
ao material genético na concentragao de 0,013% (p/v).

Na figura 14E, a formacao de danos ao DNA em cultura de fibroblastos humanos
submetidos a radiagao ultravioleta (UVA) e grupo controle submetido a radiagdo UV
apresentou comet score significativamente superior em relagdo ao grupo controle basal
(n&o irradiado) (P<0.0001). Ademais, o grupo tratado com a fragéo IV, nas concentragoes
de 0,103, 0,051 e 0,026 mg/mL, e submetido a radiagao UV, apresentou menor formagao
de danos ao DNA quando comparado ao grupo controle irradiado, nas concentragoes de
0,051 e 0,026 mg/mL. Logo, a fragao IV foi capaz de reduzir em 8 e 22%, respectivamente,
a formagao de danos ao material genético. Dessa forma, fica evidente a capacidade do
produto reduzir a fragmentagdo do DNA induzida pela radiagao ultravioleta em cultura de
fibroblastos humanos.

A exposic¢ao a radiagdao UV-A (315 a 400 nm) da pele também é conhecida por induzir
lesdes discretas no DNA e a geracao de radicais livres que levam a uma ampla gama de
doencas da pele, incluindo cancer de pele. Portanto, sabe-se que, por conta disso, a
radiacdo UV é um conhecido carcinégeno envolvido no desenvolvimento de cancer de pele
nao melanoma e melanoma (RAMASAMY et al., 2017).

Especialmente nos canceres da pele, os compostos presentes nesta fruta podem ser
bem utilizados na preveng¢ao dos danos causados pela radiacio ultravioleta. O risco ao
longo da vida para o cancer de pele melanoma é aumentado pela exposi¢cédo a luz UV
natural e artificial e reduzido pela protecao solar (MOSHAMMER; SIMIC; HALUZA, 2017).

Rastogi et al. (2010) relatam que os danos ao DNA resultam em desincorporacéo de
bases durante o processo de replicacdo, dano hidrolitico, o que resulta em desaminacao
de bases, depurinacdo, dano oxidativo, causado pela interacido direta de radiacbes

ionizantes com as moléculas de DNA, bem como mediada por radicais livres induzidos por
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radiacéo UV ou espécies reativas de oxigénio, e agentes alquilantes (usado no tratamento
do cancer que liga um grupo alquila ao DNA) que podem resultar em bases modificadas. A
radiacdo UV-B € um componente menor do espectro solar que atinge a populagédo, mas é
mais eficaz em causar queimaduras solares, envelhecimento, reagdes imunes e cancer de
pele, especialmente pela formagao de fotossensibilizadores e leva a formacgao de radicais
livres. O DNA pode absorver o UV-B levando diretamente a formacao de rupturas em sua
cadeia, além de lipidios e proteinas e por isso, a protecdo contra esta radiagdo é muito
importante. O dano ao DNA induzido por estresse oxidativo pode ser devido a absorcéo
direta de UV-B pelo DNA ou pela formagao de ROS (PATWARDHAN; BHATT, 2015).
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Figura 14. Ensaio Cometa (Comet Score) em culturas de fibroblastos humanos submetidos a radiagao
ultravioleta e incubados com fragbes e extrato. A: extrato purificado com e sem UV; B: Fragéao I; C: Fragao Il;
D: Fragao lll; E: Fragao IV; UV: ultravioleta; Controle: DMEN; Controle + UV: DMEN combinado com radiagao
ultravioleta. Os dados representam a média + desvio padrdo de trés experiéncias independentes. * p <0,01,

em relagao ao controle; #p <0,01 em relagéo ao controle UV (ANOVA, Dunnet).
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Ceymann et al. (2012) garantem que macas tém atividades antioxidantes e
antiproliferativas potentes devido aos seus fitoquimicos da casca. A biodisponibilidade de
polifendis pode ser influenciada pela presenca de outros polifendis e a composicédo e o
conteudo de compostos fenodlicos em um produto ou alimento também podem ser
aprimorados por métodos de processamento ou por reformulagao com outros componentes
(MCDOUGALL et al., 2017).

A figura 15 mostra a viabilidade celular de fibroblastos humanos apds 72h de
tratamento com extrato purificado e fracdes fendlicas. A menor concentracdo testada do
extrato purificado mostrou associagao significativa quando comparado ao controle. A fragao
1, contendo acidos fendlicos, apresentou viabilidade em 31,25 ug/mL e em 62,5 ug/mL, em
concentracdes maiores ndo apresentou viabilidade. Pelo contrario, as fragdes Ill e IV sé
demonstraram viabilidade em concentragées maiores, com significancia estatistica quando
comparados ao controle. Os resultados em células de fibroblastos foram promissores e
indicam que estes compostos poderiam ser utilizados em tratamento contra melanomas
que nao causaria mal para as células fibroblasticas humanas. Tendo uma seletividade para
o melanoma se forem efetivas na morte celular destas.

Compostos de polifenol e triterpendide foram fracionados de folhas da Eugenia
florida derivada da familia myrtaceae indicando que atividade citotoxica contra células
leucémicas mieldides (K562), mas ndao de melanoma humano (SK-Mel-28), mesmo em
elevadas concentragdes. Os autores sugerem que este potencial estaria associado mais de
uma classe de metabdlitos secundarios, uma vez que as maiores atividades foram
encontradas em fragdes oriundas de solventes muito distintos (SANTOS et al., 2018)

O melanoma se desenvolve a partir dos melandcitos que, por sua vez, migram da
crista neural para toda a epiderme durante a embriogénese. Esta crista neural, expressa
tirosinase uma enzima chave na via de pigmentagao que e é altamente ativa em células de
melanoma. Em consequéncia desse fato, o tumor apresenta grande capacidade de
metastatizacdo mesmo em fases iniciais ja, que a caracteristica de invadir e disseminar
poderiam ser consideradas uma prerrogativa inata deste tipo celular. Esta enzima referida
metaboliza compostos fendlicos, tornando um possivel alvo para terapias baseadas em
fitoquimicos (WAINSTEIN; BELFORT, 2004; HARRIS et al., 2016).
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Figura 15. Viabilidade celular sob efeito do extrato purificado e das fragées em culturas de MRC-5 em 72h.

Os valores estao apresentados em média referente a trés repeticdes representados em % viabilidade celular.

As concentragdes estdo em ug/mL em relacdo ao controle DMSO na fracdo Ill e DMEN outras unidades.

*p < 0,01, **p < 0,01, **** p < 0,01 (ANOVA, Dunnet).
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Figura 16. Morte celular apés tratamento com extrato purificado em culturas de B16F10 em 24h (A), 48h (B)
e 72h (C). D: imagem controle X extrato purificado. Os valores estdo apresentados em média referente a trés
repeticoes representados em % viabilidade celular. As concentragdes estao em ug/mL, em relagéo ao controle
DMSO na fragao Ill e DMEN outras unidades *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet).

A figura 16 apresenta dados de morte celular apds tratamento com extrato purificado
em culturas de B16F10 em até 72h. Os dados revelam que em 24 h houve morte celular
acima da concentragcédo de 125 ug/mL, com diferenga significativa quando comparado ao
controle, porém em 48h e 72h ja houve signifitiva redugdo da viabilidade celular dos
melanomas em todas as concentragdes. Quatro flavonols, dois acidos hidroxinamicos e trés
dihidrochalconas estavam presentes no extrato purificado, dentre florentinas, procianidinas,
quercetinas, amigdalinas, acidos clorogénico e acidos p-coumaroilquinico.

A galangina, fendlico do prépolis, diminuiu significativamente a viabilidade celular
das células B16F10 e induziu a apoptose celular (ZHANG et al., 2012).
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Somente na maior concentracdo o extrato purificado apresentou morte celular em

melanoma humano (figura 17).
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Figura 17. Morte celular apds tratamento com extrato purificado em culturas de SK-Mel-103 em 24h (A), 48h
(B) e 72h (C). D: imagem controle x extrato. Os valores estdo apresentados em média referente a trés
repeticdes representados em % viabilidade celular. As concentragdes estao em ug/mL, em relagao ao controle
DMSO na fragao Ill e DMEN outras unidades *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet).

A morte celular de melandcitos nao foi expressiva apés tratamento com extrato
purificado. Em 72h houve reducédo da viabilidade celular, porém sem significancia
estatistica. Linhagem celular de melanoma SK-MEL-28 tratada com extrato etandlico rico
em fendlicos do pericarpo de mangostdo demonstrou apoptose aumentada apds tratamento
(WANG et al., 2012).
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Figura 18. Morte celular apés tratamento com fragao | em culturas de B16F10 em 24h (A), 48h (B) e 72h (C).
Os valores estao apresentados em média referente a trés repeticdes representados em % viabilidade celular.
As concentragdes estdo em ug/mL, em relacao ao controle DMSO na fragéo Ill e DMEN outras unidades *p
<0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet). D: Controle X fracao I.

O tratamento com a fragao | ndo demonstrou morte celular em 24h, 48h e 72h, exceto
em 72h na concentragao de 62,5 ug/mL (figura 18). Na fragao I, foi possivel identificar acido
malico, que é um hidroxicinamico. Outros acidos hidroxicindmicos tem potencial agente
anticarcinogénico (KUDUGUNTI et al.,, 2010). Chrysin (5,7-dihydroxyflavone) foi
carcinogénico contra células de melanoma B16F10 com efeito dose resposta tendo efeito

altamente apoptético e na paragem do ciclo celular (SASSI et al., 2018)
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Figura 19. Morte celular apds tratamento com fragao Il em culturas de B16F10 em 24h (A), 48h (B) e 72h (C).
D: imagem controle x fragdo |. Os valores estdo apresentados em média referente a trés repeticoes
representados em % viabilidade celular. As concentra¢des estao em ug/mL, em relagcao ao controle DMSO
na fragéo lll e DMEN outras unidades *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet).

A fracao Il possibilitou a morte de células de melanoma apés tratamento de 72h nas
contragdes acima de 62,5 ug/mL (figura 19). Nesta fragdo os compostos identificados foram
acidos hidroxinamicos, flavonols e flavonona. Uma das maneiras de atacar uma célula de
cancer € a agao destes compostos pela neutralizacdo de radicais livres produzidos pelas
células cancerigenas ou ainda prevenir disturbios degenerativos derivados do estresse

oxidativo persistente neste ambiente (MAJO et al., 2008).
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Figura 20. Morte celular apés tratamento com fragao Ill em culturas de B16F10 em 24h (A), 48h (B) e 72h
(C). D: imagem controle x fracdo Ill. Os valores estao apresentados em média referente a trés repeticbes
representados em % viabilidade celular. As concentra¢des estdo em ug/mL, em relagdo ao controle DMSO
na fragéo lll e DMEN outras unidades *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet).

A figura 20 demostra o tratamento com fragao Ill de culturas de B16F10 e é possivel
verificar que em 72h nas trés maiores concentracdes esta fragdo é capaz de aumentar
morte celular de melanoma.

Harris et al. (2016) sugerem que a quercetina, identificada nesta fragdo, pode ser
usada para atingir o melanoma durante a melanogénese, pois a quercetina demonstra
atividades antiproliferativas e pro-apoptéticas em varios tipos de células cancerosas. Ela é
prontamente metabolizada pela tirosinase em varios compostos que promovem a atividade
anticancerigena; adicionalmente, dado que a expressao da tirosinase aumenta durante a
tumorigénese, e sua atividade esta associada com alteragcbes de pigmentacdo em lesdes
melanociticas em estagio inicial e tardio. Ela induz cascatas de sinalizagdo que levam a
indugcao de vias antitumorais e em maiores concentragdes induz danos celulares como a
producao de adutos pré-oxidantes e a alteragao do potencial de glutationa ou biorredugéo
(HARRIS et al., 2016).

104



Snyder et al. (2016) trataram camundongos com extrato de casca de maca rico em
polifendis, extrato de macéa e quercetina incluindo uma dieta restritiva de lipideos ou nao.
Concomitante, realizaram analises in vitro com células de hepatocarcinoma humano HepG2
expostas a quercetina (0-100 mmol / L) para determinar se a acumulagao lipido intracelular
pdde ser modulada por este fitoquimico. As concentragdes de proteina C-reativa sérica,
cuja concentragcao sanguinea se eleva radicalmente quando ha indicativo de processos
inflamatérios, foram reduzidas em 29% em camundongos alimentados com quercetina em
comparagao com controles e a quercetina mostrou reduzir acumulo de lipidios intracelulares

de maneira dose-dependente na cultura celular.
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Figura 21. Morte celular apés tratamento com fragao IV em culturas de B16F10 em 24h (A), 48h (B) e 72h
(C). D: imagem controle X fragcao IV. Os valores estdo apresentados em média referente a trés repeticdes
representados em % viabilidade celular. As concentra¢des estao em ug/mL, em relagcdo ao controle DMSO
na fragéo lll e DMEN outras unidades *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 (ANOVA, Dunnet).

A figura 21 apresenta dados de morte celular de culturas B16F10 e nas 72h houve
reducdo da viabilidade de células de melanoma em todas concentragdes, sem aumentar

percentual com aumento de concentracdo. Um composto identificado na fracéo lll, na IV e
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no extrato purificado foi o acido clorogénico, que ja é utilizado em produtos cosméticos. Ele
foi testado em células de melanoma B16 e aumentou a melanogénese e diminuiu a
atividade da tirosinase de células. Na planta, o acido clorogénico € oxidado pela tirosinase,
uma enzima polifenol oxidase, e é altamente reativo que interage com os grupos NH 2 de
lisinas, grupos SCH 3 de metioninas e os anéis indol de triptofanos em adi¢ao nucleofilica
e em reagdes de polimerizagao, as chamadas reagdes de escurecimento (LI et al., 2014).

Dihidrochalcona floretina possui farmacéforo de diidroxiacetofenona, um potente
antioxidante relatado (RANA; BHUSHAN, 2016). Estudo sugere que a tirosinase
desempenha um papel importante na toxicidade seletiva do acido caféico éster feniletilico
em relagdo as linhagens de melanoma onde foram adicionados junto ao ensaio de MTT
alguns moduladores com intuito de verificar a agao deste fendlico. Esta enzima € unica nos
melandécitos e € a principal envolvida na melanogénese. Ela foi utilizada como alvo
molecular para o desenvolvimento de drogas anti-melanoma que poderiam ser bioativadas
intracelularmente para seletivamente atingir as células malignas, poupando os tecidos
normais desprovidos da enzima. Com isso, diferentes fendlicos, incluindo o acido caféico
éster feniletilico, mais soluvel e com maior facilidade de atravessar membrana das células
de melanoma para ser metabolizado pela tirosinase. A citotoxicidade dele ficou superior
aos seguintes fendlicos IC 50 (48 h) frente a células SK-Mel-28: acido dihidroxicinamicos
(5mM), acido 4-hidroxi propiénico (1,5mM), acido dihidroxicafeico (2,2mM), acido 4-
dihidroxicinamicos (4,4mM), acido cafeico (2,3mM), acido ferulico (2mM), acido clorogénico
(>5mM), acido dihidroxicinamicos (2,8mM). Os autores sugerem que espécies
intermediarias reativas, deplecdo de GSH intracelular, formacdo de ROS e toxicidade
mitocondrial induzida contribuiram significativamente para a toxicidade de CAPE em células
de melanoma (KUDUGUNTI et al., 2010).
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Figura 22. Morte celular apds tratamento com fragédo | em culturas de SK-Mel-103 em 24h (A), 48h (B) e 72h
(C). Os valores estao apresentados em média referente a trés repetigdes, representados em IC50 (ug/mL),
*p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 em relagéo ao controle DMSO (ANOVA, Dunnet).

O tratamento com fracéo | em células de melanoma possibilitou baixo percentual de
morte celular (figura 22). Acidos clorogénicos do café sdo altamente biodisponiveis
apresentando limite de excre¢cao de 30% de acido clorogénico consumido dentro de 24
horas apds a ingestdo (VAUZOUR et al., 2010) entao, resta investigar estas lacunas no

conhecimento cientifico e a finalidade biolégica mais propicia para sua utilizagao.
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Figura 23. Morte celular apés tratamento com fragéo Il em culturas de SK-Mel-103 em 24h (A), 48h (B) e 72h
(C). D: imagem controle X fragéo Il. Os valores estao apresentados em média referente a trés repeticdes,
representados em IC50 (ug/mL), *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 em relagdo ao controle DMSO (ANOVA,
Dunnet).

A fracao Il, rica em acidos hidrocinanicos, causou a morte celular de células de

melanoma humano, principalmente, nas trés concentragbes mais elevadas (figura 23).
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Figura 24. Morte celular apds tratamento com fragao Ill em culturas de SK-Mel-103 em 24h (A), 48h (B) e
72h (C). Os valores estdo apresentados em média referente a trés repeticdes, representados em IC50
(ug/mL), *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 em relagédo ao controle DMSO (ANOVA, Dunnet).

Na figura 24, a fracao Ill apresentou baixo percentual de morte celular para estas
células de melanoma humano. Em 24h e 48h a maior concentragao apresentou significativa
reducdo da viabilidade celular comparado ao controle, e em 72 h somente na
concentragaoo de 250 ug/mL.

Os compostos identificados nesta fragdo, por exemplo o &acido cafeico, ja foi
reportado na literatura como redutor da viabilidade celular de melanoma humano (SK-Mel-
28), especialmente, por indugcdo da morte celular por apoptose, inibicdo da colénia de
formagao, modulagao do ciclo celular e alteragdes na expressao génica de caspases apos
o tratamento com o fendlico (PELINSON et al., 2019).
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Figura 25. Morte celular apods tratamento com fragdo IV em culturas de SK-Mel-103 em 24h (A), 48h (B) e
72h (C). D: imagem controle X fragao IV. Os valores estdo apresentados em média referente a trés repetigdes,
representados em IC50 (ug/mL), *p <0,01, **p <0,01, **** p <0,01 em relagédo ao controle DMSO (ANOVA,
Dunnet). D:

Na figura 25, a fragcado IV foi a mais expressiva em capacidade de eliminagdo do
radical DPPH comparada as outras fracdes. A quercetina, presente nesta fragao, além da
Il e do extrato, também apresentaram este flavonol. Este composto é flavona hidroxilada
no R1 com elevado poder antioxidante devido ao seu padrao de hidroxilacdo, em que se
pensa que o OH aumenta a estabilidade do radical flavonéide formado assim que o
composto age como um eliminador de radicais livres (LA ROSA et al., 2018). Magas
cultivadas no Brasil (Porto Amazonas, PR) nas variedades Gala e Eva, os glicosideos da
quercetina, e o teor total de flavonois, aumentaram com o amadurecimento e diminuiram
com a senescéncia dos frutos (ALBERTI et al., 2017).

A quercetina ja demonstra atividade antiproliferativa e pro-apoptotica em varios tipos
de células cancerigenas, pois é prontamente metabolizada pela tirosinase em varios
compostos que promovem a atividade anticancer; adicionalmente, dado que a expressao

da tirosinase aumenta durante a tumorigénese, e sua atividade esta associada a alteragdes
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de pigmentacao em lesdes melanociticas de estagio inicial e tardio, sugere que a quercetina
pode ser usada para atingir o melanoma (HARRIS et al., 2016).

As catequinas foram extraidas nesta fragcdo. Gonzalez et al., 2011 afirmam que os
flavondides, como quercetina (-)-epigallocatechin-gallate , ((-)-epigallocatechin parecem
exercer amplos efeitos anti-inflamatoérios e antiproliferativos nos fibroblastos pela inibicao
de sinalizadores da inflamacao ou exerce efeitos protetores contra o estresse oxidativo em
fibroblastos humanos.

A epicatequina do cha verde, também presente no extrato purificado e em fragoes,
exceto na |, demonstra efeitos sobre a viabilidade de cultura de fibroblastos apds radiagao,
sugerindo isso como um meio efetivo de reduzir danos celulares e facilitar a cicatrizagcéo de
feridas a citotoxicidade induzida por radiagdo. A catequina protege contra a morte celular
induzida por estresse oxidativo em fibroblastos, possivelmente pela inibicao da fosforilagao
da p38 e a JNK demonstra um potencial como agente terapéutico para a prevengao do
envelhecimento da pele (SHIN et al., 2014).

Além dela, o cha verde tem (-) - epigalocatequina, (-) - epicatequina-3-galato e (-) -
epigalocatequina-3-galato inibem o crescimento celular SK-Mel 28 (7-29% as 24 he 9-50%
as 48 h) e induzem citotoxicidade em células de melanoma A375 e Hs294t pela diminuicao
das expressoes de ciclinas e CDKs (CDK2, CDK4 e CDK6) da fase G1. Sugerindo que os
polifendis induzem uma ruptura acentuada da progressao descontrolada do ciclo celular em
células de melanoma (PATEL; SHARMA, 2016). Outro estudo com este mesmo conjunto
de polifendis, inibiu significativamente a viabilidade celular bem como a capacidade de
formacao de colénias de células de melanoma de um modo dependente da dose, além de
varios efeitos no ciclo celular, induziu danos no DNA (PRASAD; KATIYAR, 2015).

Estudo de Rodriguez et al. (2002) avaliou a resposta das linhagens celulares de
melanoma B16F10 e SK-MEL-1 ao tratamento com seis diferentes flavondides apds 24 e
72 horas de exposicédo e relacionar a resposta a sua estrutura. Tangeretina e luteolina
mostraram ligeira inibicdo nas concentragbes mais elevadas (25 e 50 microM) apos
tratamento por 24 h em ambas linhagens celulares, porém com maior sensibilidade a
B16F10 que SK-MEL-1. A linhagem B16F10 foi mais sensivel aos tratamentos do que a
linha SK-MEL-1, ambos com melfalano e flavondides, demonstrando a maior resisténcia do

SK-MEL-1 e menor resisténcia do B16F10 sao caracteristicas de cada linha celular; esses
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atributos podem ser relacionadas as suas respectivas origens cultura tumoral e melanoma
metastico humano.

A tabela 12 apresenta valores de ICso apds tratamento de células com fragbes e
extrato purificado da macga cv. Gala por 72 horas. Todos os valores de |Cso foram elevados

e superiores a outros estudos.

Tabela 12. Valores de ICso (MM) apds tratamento de células com fragbes e extrato

purificado da macéa cv. Gala por 72 horas.

ICs0 (72 horas) uM

Células Fragoes Extrato
| | ]l v purificado

Melanoma humano

SK-MEL-103 1637,04 1214,98 1502,27 1029,30 1007,10
Fibroblasto humano

MRC55 13645,13 1413,18 2221,80 1301,12 1616,50
Melanoma murino

B16F10 1779,04 481,72 652,90 485,34 495,02

Estudos mostraram uma correlagao inversa entre o consumo de macga e o risco de
varios tipos de cancer, como cancer de prostata, mama, pulmao, colo-retal, esofagico,
cavidade oral, pancreas, bexiga, laringe, ovario, rim e cérebro (REAGAN-SHAW et al.,
2010; FABIANI et al., 2016). Outros autores evidenciam a eficacia potencial dos compostos
fendlicos na prevencao ou atenuacdo dos sintomas do disturbio da pele e a redugao do
tempo de cicatrizagcao (ABDUL KARIM et al., 2014; WITTENAUER et al., 2015), incluindo a
prevencao e tratamento do cancer de pele (DZIALO et al., 2016).

Desde os tempos antigos ja sao feitas alteragdes nos alimentos que promovem
melhora na biodisponibilidade de compsotos fendlicos, como exemplo a A fermentagao de
chas, graos de cacau e uvas, ou torrefagdo de cacau e graos de café tem sido usada ha
muito tempo e pode influenciar macicamente a composi¢cao do polifenol e a potencial
bioatividade.

Em estudo populacional com holandeses entre 1 e 97 anos foi investigado, por
inquérito alimentar, que o consumo médio diario de catequina era de 50 mg e este consumo

aumentou com a idade, e foi maior em mulheres (60 mg = dia). O cha era a principal fonte
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de catequinas em todas as idades, enquanto o chocolate foi 0 segundo em criangas, e
macas e peras foram o segundo em adultos e idosos (ARTS et al., 2001). Ja em brasileiros,
a estimativa de consumo médio foi de 460 mg/dia de compostos fendlicos totais,
provenientes principalmente das bebidas (48,9%), como café, e de leguminosas (19,5%),
especialmente feijao preto. A andlise do consumo por classes de fendlicos possibilitou
observar uma ingestao de 314 mg/dia de acidos fendlicos, 138,92 mg/dia de flavonoides e
7,16 mg/dia de outros fendlicos (CORREA et al., 2015).

A maneira mais simples de reformular para obter produtos enriquecidos com
polifendis pode ser adicionar sucos de frutas aos sucos basicos, como sucos de laranja e
maca (MCDOUGALL, 2017). No entanto, ainda existem lacunas para o conhecimento de
recomendacgao diaria de ingestdo de polifendis para obtengdo dos beneficios a saude e
como poderiam servir estes compostos como enriquecimento de alimentos (WILLIAMSON;
HOLST, 2008). E, uma vantagem das fragdes de frutas transformadas em fitoterapicos ou
suplementos € sua baixa toxicidade in vivo devido a baixa concentracdo relativa de
moléculas com atividade citotéxica.

Existe uma ingestao esperada de polifendis de 500 mg ao dia para individuo que
consome 5 alimentos ricos em pelo menos uma das classe de polifendis (flavononas,
flavonol, flavanol, procianidina e antocianina) com base em dados derivados do banco de
dados USDA (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2019) mas, os
alimentos processados podem conter quantidades diferentes. Assim, uso de alimentos para
enriquecimentos com fragdes e extratos de magas precisaria garantir que sua estabilidade
durante a industrializagdo (WILLIAMSON; HOLST, 2008).

6.3.2 Efeitos dos compostos contra a microrganismos

O extrato fendlico purificado e as fragdes foram concentrados através da SPE, o que
minimiza o risco de degradagao fendlica. Neste método simples, eficaz e versatil, os
componentes de interesse sao concentrados e separados em familias, aplicando a mistura
da amostra a um sorvente solido apropriado e eluindo seletivamente os componentes
desejados (MICHALKIEWICZ et al., 2008). Isso reduz o uso de solventes e permite uma
separacao mais eficaz dos compostos. Entretanto, estudos demonstrando a atividade
antimicrobiana de extratos fendlicos de Malus domestica, concentrados por extracdo em

fase sdlida, sao pouco explorados na literatura. Cabe dizer que, extratos que produzem
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halos de inibicdo variando de 8 a 13 mm s&o considerados moderadamente inibitorios,
enquanto halos acima de 14 mm sao considerados altamente inibitérios (MOTHANA;
LINDEQUIST, 2005).

Os resultados da acdo do extrato purificado e das fragdes contra bactérias
patogénicas com base nas zonas de inibicdo constam na tabela 15. As bactérias gram-
positivas foram mais sensiveis que as bactérias gram-negativas, exceto com fragao lll, para
as quais as zonas de inibicdo foram significativamente maiores com S. Typhimurium, E.
coli. A L. monocytogenes foi suscetivel ao purificado e a todos as fragdes (exceto fragcao
), resultando em zonas de inibicdo com diametros variando de 3,75 mm a 14,68 mm. S.
aureus foi suscetivel a fracédo Il e a IV. De acordo com a classificagao previamente definida
para extratos ativos e nao ativos, a fracdo IV exibiu atividade antibacteriana contra L.
monocytogenes e S. Typhimurium. Fragao IV e extrato purificado também mostraram
atividade contra L. monocytogenes e S. aureus. Extratos contendo compostos fendlicos,
como procianidina, rutina, quercetina e 2-O-glicosideo de floretina, demonstraram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (CABRAL et al., 2009). Extratos que
produzem halos de inibicdo variando de 8 a 13 mm sao considerados moderadamente
inibitérios, enquanto halos acima de 14 mm sao considerados altamente inibitorios
(MOTHANA; LINDEQUIST, 2005). A figura 26 demostra os halos de inibigdo das fragdes e

extratos.

114



Figura 26. Imagens das zonas de inibicdo apds tratamento de culturas de bactérias

patogénicas com extrato e fragdes fendlicas de macga cv. gala.

Gram-positivo Gram-negativo
Tratamento L. S. E. S.

monocytogenes aureus coli Typhimurium

Extrato

purificado

Fracéao |

Fracao Il

Fracéo Il

Fracéo IV

Os flavondides, compostos que estao presentes na totalidade do extrato purificado
e das fragdes testadas, contém um esqueleto fenilbenzopirano (dois anéis fendlicos e um
anel pirano heterociclico) e eles podem diferir no anel pirano e no padrao de hidroxilagcéo e
metilacdo dos anéis (LA ROSA et al., 2018). Esta configuragéo e, especialmente o grupo
hidroxilo apresenta afinidade para as proteinas e, por essa razao, atuam como inibidores
de enzimas bacterianas, assim como interferem nas suas vias de sintese (MUKNE;
VISWANATHAN; PHADATARE, 2011).

As bactérias gram-negativas sdo notavelmente mais resistentes contra agentes
antimicrobianos do que as gram-positivas. Isso se justifica pela complexidade da parede

celular com a presenga de uma barreira lipidica, o que dificulta a entrada e a agao de muitos
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agentes antimicrobianos. No presente estudo apenas fragdes | e Il tiveram atividade
antimicrobiana frente aos gram-negativos, com baixo halo de inibigdo. A Fragéo | contendo
acidos fendlicos, moléculas de baixo peso molecular, talvez conseguem ultrapassar esta
barreira e ter acao contra os agentes.

Ha4 um grande numero de compostos fendlicos, com diferentes niveis de
complexidade, todos suscetiveis as condigdes de extracao e, portanto, sua presenca no
extrato final esta ligada a metodologia de extracdo adotada, assim como o tipo de solvente
utilizado (OLIVEIRA et al., 2018). Os flavondides sao conhecidos por serem sintetizados
pelas plantas em resposta a infeccdo microbiana e esta acdo antimicrobiana foi
demonstrada in vitro (KUMAR; PANDEY, 2013). A atividade antibacteriana atribuida aos
flavondides, presentes em todas as fracbes e extrato, depende das estruturas quimica
destes compostos, nomeadamente das substituigdes nos anéis aromaticos (XIE et al.,
2015).

Os flavondides tém maior capacidade de ser agente antibacteriano, especialmente,
aqueles com substituintes hidrofébicos como os grupos fenil (XIE et al., 2015). Por exemplo,
quando o grupo fenil de uma flavona reage com o grupo adjetivo hidroxila para formar um
heterociclo de seis membros pode diminuir sua atividade (SOHN et al., 2004). Diversos
estudos verificaram a importancia do grau de prenilagao (adicdo de moléculas hidréfobas
formando uma ancora) de flavonas para a atividade antibacteriana, por exemplo, o grupo
prenil substitutido, as vezes, reage com o grupo adjetivo hidroxila para formar um
heterociclo de seis membros, o que, provavelmente, diminui a atividade (XIE et al., 2015).
A substituicdo por nitrogénio das cadeias ciclicas ou alifaticas contendo nitrogénio
aumentam as atividades antibacterianas (XIE et al., 2015). No presente estudo, as flavonas
que estdo presentes nas fracbes e no extrato purificado que tiveram atividade
antibacteriana contém pelo menos um de seus radicais hidroxilas.

Por exemplo, o galato de epigalocatequina e galato de epicatequina sao as
catequinas mais potentes que mostram atividade antibacteriana devido a presenca de
radical galoil, ndo presente em outras catequinas (BANSAL et al., 2013). Parece que estes
dois compostos podem se ligar diretamente ao peptidoglicano da parede celular da bactéria
e induzir sua precipitacédo, especialmente Staphylococcus aureus, ou gerar peréxido de

hidrogénio pela reagao deles com espécies reativas de oxigénio (BANSAL et al., 2013).
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Ja as flavononas tém a ligagao C3-C4 saturada do anel C que torna o esqueleto
nuclear da flavanona n&o planar e se tiver um substituinte pernil também melhora a
atividade antibacteriana (XIE et al., 2015).

O flavonol tem um grupo hidroxila adicional a flavona na posi¢ao C-3, e quando o
duplo C3-C4 esta saturado, ele se transforma em di-hidroflavonol. Por exemplo, estudo
investigou efeito da quercetina na microbiota cecal de frangos de corte in vivo e o efeito
bacteriostatico e mecanismo antibacteriano in vitro. Este flavonol foi efetivo contra
multiplicagédo de S. enterica ser. Typhimurium, Staphylococcus aureus e Escherichia coli in
vivo e in vitro o efeito bacteriostatico da quercetina foi mais forte nas bactérias gram-
positivas do que nas bactérias gram-negativas. Quercetina danificou as paredes celulares
e membranas de E. colie S. aureus (WANG et al., 2018).

As fracbes Ill e IV e extrato purificado apresentaram procianidinas em sua
composi¢caoo, no entanto somente a IV e o purificado apresentaram acao para bactérias
gram-positivas. Em geral, a atividade antibacteriana das procianidinas poliméricas € apenas
moderada em comparagao com os antibidticos, mas seu verdadeiro mérito seria diminuir a
estabilidade da membrana celular bacteriana (KUSUDA et al., 2006).

Na revisdo de Xie et al. (2015), os autores reuniram informacdes de que ha trés
mecanismos de inibicao bacteriana pelos flavondides, presentes em todas fragdes e extrato
deste estudo, a saber: a inibicdo da sintese de acidos nucléicos, a inibicdo da fungcao da
membrana citoplasmatica e a inibicdo do metabolismo energético.

Karioti et al. (2011) verificaram que procianidinas de folhas de Quercus ilex era um
agente antibacteriano eficaz contra bactérias gram-negativas e positivas. Estudo realizado
com extratos de pele de jabuticaba verificou atividade inibitéria contra L. monocytogenes e
S. aureus para extratos de acetona na concentragao de 125 ug mL -1 onde continham acido
ferulico, acido galico, cianidinas, catquequinas e epicatequinas (OLIVEIRA et al., 2018).

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) contra bactérias patogénicas séao
mostradas na Tabela 15. Considera-se que um extrato tem uma atividade forte quando o
valor de CIM é menor ou igual a 0,5 mg - mL-1. Considera-se que um extrato com CIM entre
0,6 mg - mL-1 e 1,5 mg - mL-1 tenha atividade moderada e um extrato com CIM> 1,6 mg -
mL-1 seja considerado de baixa atividade (CABRAL et al., 2009). Considerando esta
classificagao, todos as fragdes e extrato purificado tém forte atividade contra S. aureus e S.

Typhimurium. Contra E. coli e L. monocytogenes, quase todos as fragdes, exceto a IV,
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tiveram fortes atividades. O extrato purificado apresentou forte atividade contra S. aureus,
E. colie S. Typhimurium, mas nao contra L. monocytogenes.

A CIM é a menor concentragdo de um agente necessaria para impedir o crescimento
visivel de bactérias. Todas as fragdes e o extrato purificado exibiram atividade inibitéria,
mas nao promoveram a morte bacteriana. Apesar de sua forte atividade antimicrobiana
evidenciada pela sua baixa CIM, nem extrato nem as fracbes promoveram a morte celular
bacteriana, conforme determinado pelo CBM. Esse resultado pode ser atribuido as baixas

concentracdes de extrato usadas neste estudo.

Tabela 13. Zonas de inibicdo (mm) obtidas pelo método de difusdo em disco apds

exposicao de culturas de bactérias patogénicas a extratos fendlicos de maca cv. gala.

Zona de inibigdo (mm)’

Gram-positivo Gram-negativo
Tratamento [
‘ t S. aureus E. coli S. Typhimurium
monocytogenes
ATCé/ 72’44 ATCC 6538 ATCC 8739 ATCC 14028
Extrato 17,68
- 14,68 (+0,26)B2 nd nd
purificado (£0,09)7a
Fragéao | 3,75 (x0,89)*¢ nd nd 4,59 (+0,34)°
10,93
Fragéao Il 6,13 (+0,07)B° nd nd
(£0,16)A°
Fracao llI nd nd 7,5(x0,6)72 7,0(x0,0)A2
16,19
Fragao IV 14,65 (+0,33)B2 nd nd
(£0,05)A°

* Valores correspondem as médias (n = 3) £ desvios-padrao; nd: nao detectado. Médias seguidas das mesmas

letras, letras minusculas na coluna ou letras maiusculas na linha, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

118



Tabela 14. Concentragao bactericida minima (CBM) de extratos fendlicos de maca cv.gala

contra bactérias patogénicas.

CBM
Microrganismos Fracdes Extrato
I | ]! v Purificado
S. aureus ATCC 6538 + + + + +
E. coli ATCC 8739 + + + + +
L. monocytogenes ATCC 7644 + + + + +
S. Typhimurium ATCC 14028 + + + + +

*concentragao inibitéria minima; - inibicdo da morte de microorganismos; + morte de

microorganismos.

Extratos ricos em fendlicos da maga podem servir como agentes antimicrobianos
contra a deterioragao de alimentos por patégenos. Extratos ricos em fendlicos de maca
foram testados contra E. coli, Listeria monocytogenes, S. enterica ser. Typhimurium e
Staphylococcus aureus. Esses patdgenos estdo entre os agentes mais importantes de
doencas transmitidas por alimentos em humanos e animais. As doencgas transmitidas por
alimentos afetam as condi¢des de saude da populacao, portanto, sua deteccéo e controle
constituem componentes significativos do manejo global dos patégenos bacterianos de
origem alimentar (BILLINGTON; HUDSON, 2014). A condigdo mais comum € a intoxicagao
alimentar bacteriana, causada por Salmonella, Staphylococcus, Clostridium perfringens, E.
coli ou Bacillus cereus, com sintomas comuns de gastroenterite, febre e fraqueza (ADLEY;
RYAN, 2016).

Estudos mostram que compostos fendlicos, incluindo flavondides (PANCHE et al.,
2016), acidos fendlicos e polifendis (ALBERTO et al., 2006), possuem propriedades
antimicrobianas, porém, todos realizados com extratos ndo purificados e/ou nao
fracionados, e/ou identificacdo de compostos ausentes, dificultando a interpretacdo dos
resultados. Extratos hidrometandlicos de macas cv. Bravo de esmolfe apresentou contra
gram-positivas, CIM de 2,5 mg / ml, para Staphylococcus aureus € de 5 mg / ml contra
Listeria monocytogenes, ja para as gram-negativa, o CIM foi de 5 mg / ml contra Escherichia
coli (PIRES et al., 2018).
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Na andlise de atividade antimicrobioldégica, contra L. monocytogenes, todos os
tratamentos, exceto fragao lll, mostraram atividade antibacteriana, com zonas de inibicéo
variando de 3,75 mm a 14,68 mm. Contra S. aureus, todos os tratamentos, exceto fragao |
e fracao lll, mostraram atividade antibacteriana, com zonas de inibicdo variando de 10,93
mm a 17,85 mm. A fracdo IV, que causou grandes zonas de inibicdo contra L.
monocytogenes e S. aureus, apresentou alta atividade antioxidante (1226,8 ug mg-1 de
fracdo) e alto conteudo fendlico (620,6 ug mg-1 de fragdo). O extrato purificado, que foi
mais efetivo contra bactérias gram-positivas, também apresentou alta atividade
antioxidante (814,2 ug mg-1 de fragcéo) e alto conteudo fendlico (390,8 ug mg-1 de fragéo).

A presenca e o tamanho dos halos de inibicdo indicam a suscetibilidade das
bactérias aos extratos fendlicos. Halos menores que 7 mm indicam um extrato n&o ativo e
aqueles maiores que 12 mm indicam um extrato com atividade antimicrobiana satisfatoria
(SOURABH et al., 2013). Pode-se inferir que o conteudo fendlico dos extratos esta
diretamente relacionado ao seu potencial antimicrobiano. Entretanto, € importante ressaltar
que os resultados da zona de inibicdo ndo devem ser simplesmente comparados, uma vez
que algumas variaveis como o tipo de extrato e o meio de crescimento nédo estao
diretamente relacionados ao potencial antimicrobiano (DUARTE et al., 2005).

Todos os tratamentos apresentaram atividade antibacteriana, com destaque para
bactérias gram-positivas. As zonas de inibigdo foram significativamente maiores para S.
aureus do que para L. monocytogenes. Extratos de magas “Granny Smith” com alto
conteudo fendlico demonstraram possuir alta atividade antibacteriana contra E. coli, S.
aureus e L. monocytogenes (ALBERTO et al.,, 2006). No presente estudo, as cepas
bacterianas gram-positivas testadas foram mais sensiveis aos extratos fendlicos, o que
difere de outros estudos, nos quais as bactérias gram-negativas produziram halos de
inibicdo maiores (ZHANG et al., 2016).

Bactérias gram-positivas e gram-negativas tem importante diferenga na sua estrutura
celular e isto interfere diretamente na barreira contra fatores externos, como exemplo ao
ataque de extratos fendlicos. As bactérias gram-negativas possuem mebrana externa que
protege o microorganismo contra agentes externos e assim a malha de peptidoglicano ao
redor delas é relativamente fina. Ja as gram-positivas ndo possuem uma membrana externa
protetora, mas s&o envolvidos por camadas de peptidoglicano bem espessas (SILHAVY;
KAHNE; WALKER, 2010).
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N&o foram encontrados estudos demonstrando a atividade antimicrobiana de
extratos de macas concentrados através de SPE. Deve-se notar que a composicao da
fracao Il é similar aquelas da fracéo IV e do extrato purificado, com quantidades muito altas
de fendlicos. Compostos fendlicos de importdncia nutracéutica, como catequinas,
epicatequina, epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato, tém sido descritos como
potentes agentes antimicrobianos (SOURABH et al., 2013).

Em um estudo semelhante, Shahbazi (2017) ndo observou halos de inibigdo apds a
incorporagao de extratos metandlicos de magas (Malus pumila) em meios de cultura
inoculados com E. coli, S. aureus, S. Typhimurium e L. monocytogenes. Em um estudo
realizado por Tahera et al. (2014) extratos aquosos de polpa de macgas de Bangladesh
promoveram a formacao de halos de inibicdo com didmetros de 9 mm (para Escherichia
spp.), 9,5 mm - 10 mm (para Staphylococcus spp.), 9,7 10 mm (para Listeria spp.), e 7,8 -
11 mm (para Salmonella spp.). No presente estudo, o extrato purificado e as fragdes
promoveram a formacgao de halos de inibicdo com diametros de 7,5 mm (para E. coli), 10,93-
17,68 mm (para S. aureus), 3,75-14,68 mm (para L. monocytogenes) e 4,59 7,0 mm. (para
S. Typhimurium).

Extratos de acetato de etila do bagag¢o de macga Golden Delicious apresentaram boas
atividades inibitérias contra S. aureus com uma concentragdo minima de inibigdo (CIM) de
1,25 mg - mL-1 e contra E. coli com uma CIM de 2,50 mg mL-1 (ZHANG et al., 2016). Em
nosso estudo, fracbes e purificado apresentaram boas CIM contra todas as cepas
bacterianas, exceto fragdo IV contra E. coli e fragao Ill contra L. monocytogenes. Pires et
al. (2018) mostraram que os extratos hidrometandlicos de Malus domestica Borkh
apresentou valores elevados de CIM para E. coli e L. monocytogenes (5 mg - mL-1),
indicando um nivel consideravel de atividade antimicrobiana. Da mesma forma, Shahbazi
(2017) obteve valores de CIM superiores a 10 mg - mL-1 para extratos metandlicos de
Malus pumila contra E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e S. Typhimurium.

Fracdes etandlicas ricas em fendlicos extraidas e fracionadas a partir da casca de
bergamota mostraram-se ativas contra todas as bactérias gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas putida, S. enterica ser. Typhimurium) e gram-positivas (Listeria innocua,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis). Os valores de CIM da fragao
rica em flavondide (70 E1) apresentou CIM de 0,4 mg-mL-" para E. Coli e 0,8 mg-mL™" para

S. Typhimurium. Sendo que a E. coli foi a cepa mais sensivel (inibicdo completa atingida
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com uma concentragdo de 0,2 mg.mi-"), seguida por S. Typhimurium (0,4 mg-mL™"). Neste
mesmo estudo o eriodictol foi testado individualmente, apresentando CIM de 0,3 (mg-mL")
para E. coli, 0,8 (mg-mL-") para S. Typhimurium e S. aureus (MANDALARI et al., 2007).

Tabela 15. Concentragao inibitéria minima (CIM) de extratos fendlicos de macga cv. gala

contra bactérias patogénicas.

Concentragio (mg-mL")*

Microrganismos Fracoes Extrato
| | ] v purificado

S. aureus ATCC 6538 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
E. coli ATCC 8739 0,5 0,5 0,05 nd 0,05
L. monocytogenes ATCC 7644 0,5 0,05 nd 50 50

S. Typhimurium ATCC 14028 0,05 0,05 0,05 0,05 0,5

*n=4: nd: Nao detectado

Considerou-se como uma boa atividade antimicrobiana quando a CIM era inferior a
0,1 mg/ ml; de 0,1 a 0,5 mg / ml, a atividade antimicrobiana foi moderada; de 0,5a 1 mg/
ml, a atividade antimicrobiana era fraca e acima de deste valor de CIM o extrato foi
considerado inativo (HOLETZ et al., 2002). No caso do estudo em questado, as fragdes
tiveram atividades boas ou moderadas.

De acordo com os resultados de CIM, todas as cepas bacterianas testadas em nosso
estudo foram sensiveis a um ou mais tratamentos; no entanto, isso ocorreu sem morte
celular bacteriana, conforme determinado pelo CBM. Filmes comestiveis de maca
enriquecidos com polifendis de casca de maca foram altamente eficazes contra L.
monocytogenes (DU et al., 2011). Estudos demonstraram que extratos fendlicos de cascas
de macga das variedades "Royal Gala" e "Granny Smith" inibem o crescimento de E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e S. aureus em alto grau (YAMAGUCHI et al., 2008). Outro
estudo demonstrou a atividade antimicrobiana efetiva de extratos de casca de maca contra
L. monocytogenes e S. aureus (FRIEDMAN; HENIKA; LEVIN, 2013). Fratianni et al. (2011)
também mostraram que o mecanismo subjacente a atividade antimicrobiana dos extratos
de macga "Annurca" pode ser baseado na regulagdo do crescimento celular ou na inibigao

da detecgao do quorum (sinalizagao célula-célula).
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S. aureus e L. monocytogenes foram mais sensiveis aos tratamentos. Esses agentes
causam doengas transmitidas por alimentos, que sdo um grande problema na saude
publica, sendo responsaveis por doengas de gravidade variavel e morte em todo o mundo,
causando um enorme impacto social e econdémico sobre as comunidades e seus sistemas
de saude. O S. aureus causa infecgbes graves e pode levar a intoxicagao alimentar,
liberando enterotoxinas nos alimentos e a sindrome do choque toxico, liberando
superantigenos na corrente sanguinea. E também uma das principais causas de infeccéo
hospitalar, estando associada a maiores taxas de mortalidade e maior permanéncia
hospitalar (DE KRAKER et al., 2011). A L. monocytogenes, geralmente transmitida por
produtos lacteos, causa febre, fadiga, mal-estar e pode ou ndo causar nausea, vémito, dor
e diarréia. Meningite, meningoencefalite, encefalite e septicemia podem ocorrer em casos
mais graves (FRIEDMAN; HENIKA; LEVIN, 2013).

Todos os extratos de maga apresentaram alto teor de compostos fendlicos, em
particular fragdo IV. Outras frutas, como morangos, apresentam alto teor fendlico e estéao
associadas a inibicdo do crescimento microbiano (OLIVEIRA et al.,, 2016). Extratos
metandlicos de uma maca nativa iraniana cv. Gala, obtida por meio do SPE, possui alto
conteudo fendlico (FARAMARZI et al., 2014). Fragdes de extratos etandlicos de cascas de
maca contendo quercetina e glicosideos de epicatequina, mostraram altas atividades
antioxidantes quando combinadas com outros polifendis, como fluoridina e cianidina-3-O-
galactosideo (SEKHON-LOODU et al., 2013). Constatou-se que o conteudo fendlico total
esta positivamente correlacionado com a atividade de inibicdo bacteriana em quatro
cultivares de macieira (Ql et al., 2003). Entretanto, em nosso estudo, a atividade
antibacteriana foi provavelmente mais fortemente influenciada pelos compostos fendlicos
especificos encontrados no extrato do que a quantidade total de fendlicos presentes.

Outros estudos confirmam a atividade microbiana dos compostos fendlicos. Filmes
de quitosana incorporados com varias concentracbes de acido galico aumentaram a
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella, Listeria innocua e Bacillus
subtilis (SUN et al., 2014). Os extratos da casca e do pericarpo de frutas do mangostao
contém misturas de compostos fendlicos e foram ativos contra bactérias gram-positivas,
notadamente a Listeria monocytogenes (PALAKAWONG et al., 2013). Frutas ricos em fenol
(2,12 mg de acido galico g-1 a 30,63 mg de GAE g-1), como Crataegus oxyacantha L.

(Rosaceae), apresentaram potencial antifungico e antimicrobiano contra Escherichia coli,
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Pseudomona aeruginosa, Salmonella ebony, Aspergillus niger e Candida albicans (KOSTIC
et al., 2012).

Os principais componentes dos polifendis das folhas de batata-doce sao os acidos
clorogénicos, que sao as esterificagbes do acido cafeico e do acido quinico. Estes podem
ser hidrolisados em acido cafeico e acido quinico em condi¢cdes acidas e alcalinas. Ha uma
correlacao positiva definitiva entre a atividade antioxidante e o numero de cafeina na
estrutura molecular dos acidos clorogénicos (SUN; MU; Xl, 2017).

Extratos metandlicos de 8 plantas medicinais tradicionais, ricas em conteudos
fendlicos e flavondides, foram ativos contra bactérias gram-positivas (5 cepas) e Gram-
negativas (10 cepas) com agao mais potente para as gram-negativas (S. typhimurium e E.
coli). Os mecanismos antibacterianos relatados podem ser inibir a sintese da parede celular
dos microrganismos, se acumular em membranas bacterianas causando deplegao de
energia, interferir na permeabilidade da membrana celular que tem como consequéncia
perda de constituintes celulares, ruptura da membrana e mudancas na estrutura e fungcao
dos principais constituintes celulares, resultando em mutagao, dano celular e morte (KANG
et al., 2011).

Extratos de cranberry inibiram o crescimento de ampla gama de bactérias
patogénicas humanas, tanto gram-negativas (Escherichia coli e S. enterica ser.
Typhimurium) e gram-positivas (Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) (CESONIENE; JASUTIENE; SARKINAS, 2009).

Estudos revelam que além de atuar como agentes antimicrobianos os compostos
fendlicos também tem interagcdo potencial com a microbiota intestinal. Parece que eles
promovem as bifidobactérias enquanto inibem as patogénicas (LEE et al., 2006). Cinco
compostos fendlicos (catequina e &acidos galico, vanilico, ferulico e protocatecuico)
permitiram seletivamente o crescimento de lactobacilos probidticos (Lactobacillus
rhamnosus GG e Lactobacillus acidophilus) e inibiram bactérias patogénicas na mesma
concentragdo (20 mmol I''). A CIM e o CBM dos &cidos fendlicos contra E. coli e S.
Typhimurium apresentaram valores de 15 a 30 mmol I, mas catequina precisava de uma
maior concentragéo para atingir um efeito semelhante (> 35 mmol ') (PACHECO-ORDAZ
et al., 2018).

Por fim, os consumidores estdo cada vez mais exigindo produtos alimenticios

seguros, naturais, sem conservantes quimicos e de alta qualidade e por isso a tendéncia
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de usar antimicrobianos naturais esta se tornando uma abordagem atraente no campo da
preservacgao e seguranga de alimentos, porque os antimicrobianos sintéticos podem estar
associados a varios riscos a saude (SADIQ et al.,, 2017). Isso se reflete no crescente
interesse das industrias alimenticias em encontrar produtos de alta qualidade com

compostos naturais que exibem atividade antimicrobiana (MANDALARI et al., 2007).

6.3.3 Efeitos dos compostos na reducao da glicemia

A capacidade de eliminagao do radical DPPH variou de 0,03 £ 0,0001 a 8,7 £ 0,154
mg / mL (Tabela 16). Para o radical Hidroxila, os valores de IC50 variaram de 8,93 + 0,27
a 471,08 £ 5,08 mg / ml. O extrato purificado e as fragdes Ill e IV foram as mais eficientes
no combate aos radicais livres testados, quando comparadas as demais fracdes, talvez
porque estas fracbes fendlicas possuiam também maior poder sequestrante do radical
DPPH e da hidroxila.

Acarbose, € um medicamento utilizado como redutor da glicemia, cujo mecanismo
de acéao € através da inibicdo de a-amilases e a-glicosidases (WILLIAMSON, 2013). Este
foi utilizado como controle do experimento.

A inibicdo da a-glicosidase € importante devido ao potencial efeito da regulacéo
negativa da absorgéo de glicose nos pacientes. O extrato purificado foi 0 mais forte inibidor
da a-glicosidase (ICso 19 pug / mL), seguido pelas fragdes IV e lll, respectivamente (Tabela
16). Essas fragdes tém composi¢ao fendlica semelhante e também a maior concentragéo
fendlica total (Figura 10). Todos os extratos foram capazes de inibir a a-glicosidase mais
efetivamente do que o controle positivo acarbose (uma droga usada por pacientes com
intolerancia a glicose ou diabéticos) e quercetina (um potente antioxidante). Porém,
nenhuma fragdo nem o extrato inibiram a a-amilase assim como outros autores (NYAMBE--
SILAVWE; WILLIAMSON, 2018).
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Tabela 16. Atividade antioxidante e inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase por

extratos e fracdes de macga cv. Gala.

Unidade experimental a-Glicosidase a-Amilase DPPH’
ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL) ICs0 (Mg/mL)
Extrato purificado 19,01 £ 1,02 N&o atingiu 0,05 £+ 0,0002
Fracao | Nao atingiu Nao atingiu 8,7+ 0,154
Fracgao |l Nao atingiu Nao atingiu 3,7 £ 0,051
Fragao lll 67,01 £ 8,90 Nao atingiu 0,03 + 0,0001
Fracao IV 32,12 £ 5,67 N&o atingiu 0,04 £+ 0,001
Controls
Acarbose 840,00 £ 100,20 141,00 + 18,00 ---
Quercetin 661,00 + 7,00 --- ---

"Resultados expressos em média + desvio padrao de trés repeticdes

Assim, esses extratos de macad podem ser uma opg¢ao para prevenir e tratar o
diabetes. Acredita-se que o0 glucosil-O-pentosil-O-glicosideo, florentina-2'-O-xilosil-
glicosideo e florentina-2'-O-glicosideo sejam unicos para as magas e seus derivados, e eles
desempenham um papel na inibicdo dependente do sédio transportador de glicose no
lumen intestinal. Especialmente o phlorentin-2'-O-xilosil-glicosideo que reduz os niveis de
glicose poés-prandial, agdo que pode ser benéfica para o tratamento do diabetes mellitus
(JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN, 2002; MARKS et al., 2009). Por exemplo, a florentina
presente nas trés unidades experimentais com poder inibitério, ja foi identificada como
redutora da hiperglicemia previamente, e em estudo feito por analise de rede, identificaram
seu potencial envolvimento de interagdo e regulagao potencialmente com a MAPK1
(proteina z. (RANDHAWA et al., 2013).

Framboesas (Rubus idaeus), por exemplo, ricas em acido elagico, catequina,
pelargonidina-3-rutinosideo, diglucosideo cianidina, também reduzem a acédo da o-
glicosidase (ZHANG et al., 2011). Schmidt et al. (2012) avaliaram a inibigdo de a-glicosidase
de compostos presentes em casca de maca. Os autores descobriram que o ICso da
quercetina era 100 vezes mais potente que o da acarbose.

Os agentes hipoglicemiantes, como a acarbose e o miglitol, controlam a a¢ao da ao-

glicosidase, podem ser encontrados na maioria dos hospitais e sdo comumente prescritos
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para obesidade e diabetes (LIN et al., 2016). Eles tém a funcéao retardar a digestdo destes
carboidratos, logo reduzindo o aumento pds-prandial da glicemia, porém, apresentam
efeitos adversos como a dor e distensdo abdominal, flatuléncia, fezes moles e diarreia.

A vantagem de usar inibidores de glicosidase € que nao altera diretamente o
metabolismo da insulina (GHOSH; KONISHI, 2007). Por exemplo, o uso de medicamentos
a base de sulfoniluréia tendem a afetar adversamente a capacidade das células B de
secretar niveis consistentes de insulina no organismo. Além disso, as antocianinas
protegem as células 3 pancreaticas do estresse oxidativo induzido pela glucose (GHOSH;
KONISHI, 2007). Estudos in vitro e in vivo com extratos de antocianina tem potente
atividade inibitéria da alfa-glucosidase, suprimindo o aumento do nivel de glicose pos-
prandial (MATSUI et al., 2001).

Os valores de ICso obtidos para as fracbes de maca em relagdo ao DPPH variaram
de 0,03 + 0,0001 mg / mL a 8,7 £ 0,154 mg / mL (Tabela 16). O extrato purificado e as
fragdes lll e IV foram os mais eficientes sequestradores de radicais, o que pode estar
relacionado ao maior conteudo de compostos fendlicos (Tabela 7). O radical hidroxila € um
radical livre excessivamente nocivo, produzido em sistemas bioldgicos, capaz de danificar
quase todas as moléculas encontradas nas células vivas (RAO; CHAUDHURY; PRADHAN,
2010). A reacao de compostos fendlicos com radicais hidroxila € baseada em suas
propriedades redutoras e sequestradoras de radicais livres. Por exemplo, Faramarzi et al.
(2014) veririficaram em magcas iranianas nativas da cv. Gala DPPH de IC50 de 62% ug de
trolox por mg de fruta inteira. Ja a cv. Anna, em estudo com macas da Costa Rica,
apresentaram IC50 6,64 + 0,12 (ug/mg) (NAVARRO et al., 2018). Extratos hidrometandlicos
de macgas cv. Bravo de esmolfe demonstraram valor de ICso similares (0.71 mg/mL) (PIRES
et al.,, 2018). Macgas da ltalia analisadas apresentaram com ICso de 39,3% para Fuji, de
58,5% para Braeburn e 26,6% para Golden (CARBONE et al., 2011). Outro estudo com
quatro cultivares de macas iranianas apresentaram moderada atividade antioxidante com
no maximo 64 % percentuais de inibicdo do DPPH (JELODARIAN et al., 2012). Faramarzi
et al. (2014) verificaram em macas iranianas nativas da cv. Gala ICso de 62% de inibicao
do DPPH.

O estresse oxidativo ocorre devido a uma cascata de radicais livres que vazam da
mitocondria. Este processo tem sido associado com diabetes mellitus tipo 1 e tipo Il, via

apoptose de células B-pancreaticas e resisténcia a insulina, respectivamente. Além disso,
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a deficiéncia de insulina promove a 3-oxidagao dos acidos graxos, resultando em aumento
dos valores de perdxido de hidrogénio. Em pacientes diabéticos, o aumento dos niveis de
radicais livres danificara as células do pancreas e do figado. Recentes tratamentos
diabéticos revelaram que os inibidores da a-glicosidase sao importantes para a reducao
das condig¢des hiperglicémicas pos-prandiais (SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2014).

Estudo de Yan et al.,, (2014), a atividade inibitéria da flavona luteolina na a-
glicosidase e seu mecanismo de interagdo foram investigados. O flavonoide inibiu
reversivelmente a a-glicosidase de forma ndo competitiva de uma maneira dependente da
concentragédo e a inibigdo seguiu um processo cinético multifasico com uma reacéo de
primeira ordem. Eles demonstraram que a ligacdo da luteolina a a-glicosidase induziu
rearranjo e alteragcées conformacionais da enzima.

Alguns estudos relatam que diversos compostos polifendlicos, com as antocianinas
as mais substanciadas, estdo associados tanto a prevengao quanto ao controle do diabetes
tipo 2, através da protecéo das células beta do pancreas frente a toxicidade da glicose, aos
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, a desaceleracédo da digestdo do amido e a
regulagao e transporte alterado de glicose, levando a um melhor controle glicémico (XIAO;
HOGGER, 2015; ZHANG et al., 2015).

Estudo onde individuos ingeriram 2,8g de extrato de maga encapsulado (contendo
phlorizina, floretina, quercetina, campferol, Kaempferol, isoramnetina e acido clorogénico)
reduziu a area incremental sob a curva para glicose venosa nos primeiros 45 minutos apos
tratamento, melhorou o teste oral de tolerancia a glicose quando comparados aos
individuos com tratamento controle e isso foi acompanhado por uma diminuig¢ao significativa
de area incremental sob a curva para insulina plasmatica dentro dos primeiros 90 minutos
(SCHULZE et al., 2014).

Sugere-se que as fragdes e extratos com efeito inibitério na enzima a-glicosidase
tenha acao sinérgica para este fim. Alguns compostos isolados ja demonstraram efeito
inibitério para esta enzima, como a antocianina cianidina 3-sambubioside e o flavondide
quercetina (IWAI et al., 2006; TADERA et al., 2006; LO PIPARO et al., 2008). Estudo de
Akkarachiyasit et al. (2010) testou a atividade inibitéria a-glicosidase da cianidina e de seus
glicosideos. Eles observaram que as atividades inibitérias da sacarase intestinal
aumentaram na ordem de cianidina-3-galactosideo> cianidina-3-glicosideo> cianidina>

cianidina-3,5-diglucosideo.
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Os acidos fendlicos foram estudados por Malunga, Thandapilly e Ames (2018) na
modulagdo da atividade da a-glucosidase intestinal com cinco derivados de &cido
hidroxicinamico, seis hidroxibenzoico e quatro conjugados de acido hidroxicindmico foram
utilizados para investigar a relagdo de atividade estrutural e a cinética de inibicdo da enzima.
Estes acidos diferem no numero ou posigao do grupo hidroxila ou metoxi e alguns acidos
fendlicos sao encontrados conjugados com outros compostos como o acido quinico (acido
clorogénico). No estudo referido a presenga do segundo grupo hidroxila ou adigdo de um
grupo metoxi em um anel aromatico aumentou a percentagem de inibicdo dos acidos
hidroxicinamicos. As fracdes I, lll e IV e extrato purificado contém acidos hidroxicinamicos,
entre clorogénico, 4 p-coumaroilquinico e caféico, porém somente fragdes lll, IV e purificado
que apresentaram atividade inibitoria para a-glucosidase. Uma explicagdo € que grupos
hidroxila e metoxi estdo fornecendo mais ions para competir com aqueles fornecidos pelo
substrato para interagir com o enzima e este potencial dos acidos hidroxicinamicos aumenta
na seguinte ordem p-cumarico> ferulico> sinapico> acido cafeico. O acido galico no
referido estudo apresentou 38,5 % de percentual de inibicdo, porem, a fracéo | onde este
composto esta presente ndo atingiu potencial inibitério (MALUNGA; THANDAPILLY; AMES,
2018).

Por fim, outros efeitos, além da inibicdo da a-glicosidase, poderiam ser obtidos com
o uso de fendlicos para redugao de hiperglicemia. A homeostase da glicose acontece
através de multiplos mecanismos de acao potenciais dos compostos fendlicos no intestino
(inibir a absorgao de glicose pelo transportador de glicose dependente de sddio 1), no
figado (estimular a secre¢ao de insulina e reduzir a produgao de glicose hepatica), nos
adipdcitos musculares (aumentar a captacdo de glicose dependente de insulina), nas
células B pancreaticas (atividade antioxidante que inibem a formagao de produtos finais de
glicagao avangada), bem como através de efeitos prebidticos na microbiota (KIM; KEOGH,;
CLIFTON, 2016).
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7. CONCLUSOES

Extratos fracionados e purificados da maga gala (Malus domestica Borhk) possuem
32 compostos fendlicos identificados, entre as subclassses de acidos hidrocinamicos,
flavonona, flavonois e dihidrochalcona. Fracdes lll, IV e extrato purificado apresenatram
compostos similares e elevada atividade antioxidante correlacionada ao conteudo de
fendlicos em cada uma. A estabilidade deles se manteve, especialmente entre os extratos
na condicdo de armazenamento 6tima.

O extrato purificado reduziu em até 34 % os danos ao material genético, ficando
evidente seu efeito na redugéo da fragmentagdo do DNA induzida pela radiagao ultravioleta
em cultura de fibroblastos humanos. De forma semelhante, as fracdes Il, Il e IV reduziram
os danos ao material genético em 19 %, 17 % e 22 %, respectivamente. Além disto a
fracao Il (ICso 652,90uM) e IV (ICso 485,34uM) mostraram atividade anticancer frente as
células de melanoma B16F10.

A fracdo IV e o extrato purificado inibiram efetivamente o crescimento de bactérias
gram-positivas (Listeria monocytogenes e S. Aureus).

Especialmente o extrato purificado inibiu a agao da enzima a-glicosidase (ICso 19 ug
/ mL).

O extrato purificado e as fragdes fendlicas de maga cv. gala apresentam potencial
para utilizagdo como protetores da pele contra o fotoenvelhecimento e cancer, como
inibidores de glicosidases e de bactérias patogénicas em alimentos, sendo sua utilizagdo
promissora na industria alimenticia e farmacéutica, especialmente as fracdes Ill, IV e o

extrato purificado.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O aparente sinergismo entre compostos presentes nas fragdes Ill e IV e no extrato
purificado permanece para ser verificado e caracterizado, bem como permanece para ser
determinada a concentracao de cada componente no extrato purificado e nas fragdes.

A biodisponibilidade dos componentes bioativos presentes no extrato purificado e
nas fracdes precisa ser avaliada em matrizes alimenticias. Também precisa ser avaliada a
performance destes componentes bioativos no uso tépico, como medicamento ou
cosmeético. Neste contexto, a encapsulacdo dos componentes bioativos constitui alternativa
para modular a sua liberagdo no espago e no tempo e para assegurar a estabilidade dos
mesmos.

Considerando as propriedades ja constatadas do extrato purificado e das fragoes
fendlicas de maca, vislumbra-se que a macga, além do consumo in natura, possa ser
utilizada como matéria prima para extracdo de compostos bioativos para subsequente

utilizacdo em alimentos funcionais, em medicamentos e comésticos.
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