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RESUMO

A pesquisa de produtos naturais € uma fonte importante de informagdes para o
desenvolvimento de novos farmacos que tenham agcao em diferentes processos
oxidativos teciduais. Estudou-se o potencial antioxidante das frutas exéticas e
tropicais araca, atemdia, bunchoésia, caja-manga, canistel, carissa, falso-
mangostao, jambo-vermelho, jatoba, jenipapo, jujuba, mangostdo, massala,
pitaya. Buscou-se a interagdo das amostras com as espeécies reativas de
oxigénio sob ensaios modelos. Todas as amostras foram eficientes com as
espécies estudadas como ABTS, DPPH, HOCI, H,O,, O, *~, determinacéo de
fendis, flavondides; mostrou-se ainda que as amostras tiveram um potencial
favoravel com relacado a células, no caso, eritrécitos quando em presenca de
radicais livres e outras espécies reativas. Na pesquisa da acao de frutas e
outros produtos naturais em processos oxidativos modelo deve-se buscar
possiveis efeitos protetores e agressores aos sistemas bioldgicos.

Palavras—Chaves: frutas, estresse Oxidativo, espécies reativas de oxigénio e
antioxidantes.



ABSTRACT

The search for natural products is an important source of information for the
development of new drugs that have action in different tissue oxidative
processes. Studied the antioxidant potential of fruit and exotic tropical guava,
atemoya Bunchosia, caja-manga, Pouteria campechiana, Carissa, false
mangosteen, wax jambu, jatoba, jenipapo, jujube, mangosteen, masala, pitaya.
We attempted to sample the interaction with the reactive oxygen species under
test models. All samples were efficient in the studied species such as ABTS,
DPPH, HOCI, H202, O2 - -, determination of phenols, flavonoids, showed also
that the samples had a positive potential with respect to cells, in this case, when
in erythrocytes presence of free radicals and other reactive species. In search
of action of fruits and other natural products in oxidation processes model
should seek protective effects and possible attackers to biological systems.

Key Words: fruits, Oxidative stress, reactive oxygen species and antioxidants.
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I - JUSTIFICATIVA e INTRODUCAO

“O conhecimento torna a alma jovem e diminui a amargura da velhice. Colha,
pois, a sabedoria armazena suavidade para o amanha.”

(Leonardo da Vinci)
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Os produtos naturais apresentam ampla aplicagdo na atualidade, sendo
empregados em diversas areas, como a da saude, onde s&o utilizados como
agentes terapéuticos para diferentes fins. Com a difusdo da idéia de que séo
“menos nocivos” e produzem “menos efeitos colaterais” do que medicamentos

sintéticos, os produtos naturais sdo cada vez mais utilizados.

As plantas e seus frutos tém desempenhado um papel fundamental
no desenvolvimento de novos farmacos por muitos anos, pois elas tém sido
utilizadas como fontes de produtos naturais biologicamente ativos. Estima-se
atualmente que estes produtos estejam envolvidos no desenvolvimento de
aproximadamente 44% de todas o0s novos farmacos prescritos

(MALLAVARAPU, 2001).

Atualmente tem-se a idéia de que o consumo de produtos caracterizados
como antioxidantes sdo benéficos para o organismo. Nesse intuito, a proposta
do trabalho foi estudar o potencial antioxidante de frutas exdticas tropicais
brasileiras mediante ensaios com espécies quimicas radicalares e seus

sistemas geradores.
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Desde os primordios da existéncia humana, os homens buscam na
natureza recursos para melhorar suas préprias condigdes de vida, aumentando
suas chances de sobrevivéncia. Tal interacdo é fortemente evidenciada na
relacdo entre seres humanos e plantas, uma vez que 0s usos dos recursos
vegetais sdo dos mais diversos e importantes em varias culturas, como é o
caso da alimentagéo e das finalidades medicinais, bem como a constru¢ao de
moradias e a confecgao de vestimentas (BALICK e COX, 1997).

Historicamente, muitas pessoas tém se interessado em entender as
relacbes entre membros de sua prépria cultura ou de diferentes grupos
culturais e as plantas. H4 pouco mais de um século foi cunhado o termo
Etnobotéanica, dentro de um contexto académico, para designar o estudo
dessas relagdes (MINNIS, 2000).

O emprego de plantas medicinais para a manutengéo e a recuperagao
da saude tem ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples de
tratamento local até as formas tecnologicamente sofisticadas de fabricagao
industrial. Mas, apesar das enormes diferengas entre as duas maneiras de uso,
em ambos 0s casos o ser humano percebeu, de alguma forma, a existéncia de
algo nas plantas que tem a propriedade de provocar reagdes benéficas ao
organismo (LORENZ| e MATOS, 2008).

Os primeiros europeus que no Brasil chegaram logo se depararam com
uma grande quantidade de plantas medicinais (constituintes — folha, broto,
fruto, caule e raiz) em uso pelas inumeras tribos indigenas que aqui viviam. Os
conhecimentos sobre a flora local acabaram se fundindo aqueles trazidos da
Europa. Além disso, muitas plantas conhecidas no Velho Mundo por suas

propriedades medicinais induziram os europeus a testarem usos similares para
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as espécies nativas. Os escravos africanos também deram sua contribuicdo
com o uso de plantas trazidas da Africa, muitas delas originalmente utilizadas
em rituais religiosos, mas também utilizadas por suas propriedades
farmacologicas empiricamente descobertas. Até meados do século XX, o Brasil
era um pais essencialmente rural, com amplo uso da flora medicinal, tanto a
nativa quanto a introduzida. Porém, com o inicio da industrializacdo e aumento
da urbanizagao no pais, o conhecimento tradicional passou a ser posto em
segundo plano (LORENZI e MATOS, 2008).

De acordo com Alcorn (1995), dados de mais de 20 anos atras indicam
que cerca de 80% da populacdo mundial depende da medicina popular; onde
as praticas relacionadas ao uso tradicional de plantas medicinais sdo o que
muitas comunidades tém como alternativa para a manutencao da saude ou o
tratamento de doengas. No entanto, sua continuidade pode ser ameacada pela
interferéncia de fatores como: maior exposicao das comunidades a sociedade
envolvente e, consequentemente, as pressdes econdmicas e culturais
externas; maior facilidade de acesso aos servicos da medicina moderna
(AMOROZO0, 2002); e deslocamento de pessoas de seus ambientes naturais
para regides urbanas, o que leva a perda do carater utilitario do conhecimento
acumulado (PINTO et al., 2006).

As boas condigdes ambientais, do clima, do solo e a crescente demanda
por frutas tropicais e exoticas, destacam a fruticultura brasileira como atividade
econdmica de elevado potencial. As espécies frutiferas tem elevado valor
econdémico, tanto no comércio de frutas frescas, como na produgcdo de
materias-primas para a agroindustria. O interesse por frutas tropicais e exdticas

tem crescido rapidamente a, devido, por um lado, a busca por novos produtos e
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sabores, e por outro lado, como forma de incentivo aos pequenos produtores,
ja que muitas frutas sao importantes fontes de alimento e de sustento para as
populacdes de baixa renda em varias partes do mundo (ROGEZ, et al., 2004).

Presente em todos os estados brasileiros, a fruticultura € um dos
segmentos da economia mais destacados e em continua evolucao. Atendendo
a um mercado interno em constante crescimento e, a cada dia, vem ganhando
espago no mercado internacional, aumentando o volume das exportagdes, o
namero das empresas exportadoras, as variedades de frutas exportadas e os
paises do destino das exportagdes (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS,
2009).

O Brasil destaca-se como o terceiro produtor mundial de frutas, atras
apenas da China e india, com uma area cultivada de cerca de 2,8 milhdes de
hectares e uma producao de 43 milhdes de toneladas anual. O pais é capaz de
abastecer o mercado interno com 21 milhées de toneladas de frutas e exportar
o restante. No final de 2005 até o final do ano de 2006 o valor bruto da
producdo de frutas atingiu cerca de 16,3 bilhdes de reais, 16,5% do valor da
producao agricola brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS, 2009).

A base agricola da cadeia produtiva das frutas gera 6 milhdes de
empregos diretos, 36% do total da mao-de-obra agricola ocupada no pais. Para
cada US$ 10,000.00 (dez mil délares) investidos em fruticultura, geram-se 3
empregos diretos permanentes e 2 empregos indiretos. Com a produgdo das
frutas é possivel alcangar um faturamento bruto de RS$ 1.000 (mil reais) a RS$
20.000 (vinte mil reais) por hectare (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS,

2009).
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O Brasil destaca-se como o terceiro produtor mundial de frutas, com um
volume produzido de 34,5 milhdes de toneladas, em 2001. Desse total, estima-
se que apenas 0,8% (cerca de 300 mil toneladas) seja constituido por frutas
tropicais pouco exploradas economicamente. Com relagcdo a comercializagéo,
em 1996, o Brasil exportou apenas 150 toneladas de frutas tropicais frescas
pouco exploradas, ocupando a 202 posicao entre os paises exportadores. No
entanto, o pais apresenta um potencial muito grande para participar mais
intensa e ofensivamente do mercado internacional (SILVA JUNIOR; BEZERRA
e LEDERMAN, 2008).

Segundo os especialistas existem aproximadamente 3.000 cultivares de
frutas comestiveis na zona tropical e, destas, cerca de 920 sdo nativas da
América. Das 3.000, somente 50 espécies sdao conhecidas por amplos setores
da populacdo e apenas 12 delas sao significativamente exploradas. Além de
alimentar, as frutas tém ainda grande potencial combustivel, agroindustrial,
forrageiro, medicinal e ornamental (CARVALHO NETO, 2009).

A caminho do sucesso, o0 setor de fruta tem algumas barreiras para
vencer. A primeira delas é consolidar o desenvolvimento sustentavel, ou seja,
pensar a producdo como um processo em cadeia que envolva todo o setor,
adotando uma filosofia global de producéao integrada para assegurar produtos
de boa qualidade. Outro grande desafio € aumentar o consumo de frutas no
Brasil, para ter suporte e sustentar as agbes de fomento a exportagdo. O
terceiro ponto € a agro-industrializagao das frutas, culminando com a producao
de doces, sucos, sorvetes e outros derivados (VIEIRA, 2000).

Algumas frutas de origem brasileira hoje em dia sdo comercializadas por

todo o mundo e algumas delas sdo até mesmo produzidas em diferentes
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continentes, distantes da América do Sul. No entanto, muitas frutas ainda séo
apenas comercializadas local e regionalmente e apesar da crescente demanda,
tanto para o consumo in natura quanto para a industria, existe escassez de
conhecimentos sobre sua composi¢cdo quimica, caracterizacao bioquimica e
formas de aproveitamento, por isso é importante estuda-las na area bioldgica,
para posterior ajuda na comercializacdo de farmacos para saude (VIEIRA,
2000).

As frutas objeto do estudo sdo exoticas e algumas naturais brasileiras, e
foi proposto estudar o poder antioxidante do suco delas; com ensaios
“quimicos” e celulares, para se averiguar o poder antioxidante delas frente a
radicais livres caracteristicos de organismo vivo, comparado aos padrdes

classicos.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A atencdo € a mais importante de todas as faculdades para o desenvolvimento
da inteligéncia humana.

(Charles Darwin)
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I.1 FRUTAS TROPICAIS E EXOTICAS

No Brasil produz-se uma grande variedade frutas, o que é
decorréncia da extensao do territorio, sua posicao geografica e suas condi¢coes
edafoclimaticas. No Sudeste o clima mais suave, mas nao rigidamente
marcado pelas estacdes do ano, permite a coexisténcia de muitas frutas. No
Sul o clima temperado é marcante, onde se identifica uma fruticultura sazonal e
caracterizada por frutas de clima temperado por exceléncia (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FRUTAS, 2009).

Ja no Nordeste o clima seco e com um alto nivel de exposigdo solar
permite uma boa produtividade. Gragas aos sistemas de irrigacdo e as altas
temperaturas durante o ano todo, nessa regido sao cultivadas frutas tropicais,
subtropicais e mesmo frutas temperadas. No Norte o clima tropical umido
permite o desenvolvimento de uma fruticultura exética e peculiar, com espécies
ainda nao bem conhecidas e pouco consumidas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
FRUTAS, 2009).

Visto a caracteristica da proposta de trabalho é importante destacar as
frutas tropicais e exoéticas selecionadas para o estudo, principalmente, pela
escassez de conhecimento a respeito de sua composicdo quimica e
caracterizacdo bioquimica. Além disso, o presente estudo constitui uma
continuidade de outro trabalho desenvolvido no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Quimica de Araraquara, onde as frutas foram trabalhadas sobre

extragcao e caracterizagao de pectina, agucares redutores e teor de proteina



27

I.1.1 - ARACA

s

O araca - Eugenia stipitata da familia Myrtaceae- € um fruto de
regides tropicais e subtropicais que tem sua origem na Amazénia brasileira e
nas Guianas. Ha diversos cultivares de araga: araga-branco, araga-cinzento,
araga-rosa, aracga-vermelho, araga-verde, araga-amarelo, araga-do-mato,
araca-da-praia, araga-do-campo, araga-de-festa, araga-de-minas, araga-do-
pernambuco, araca-do-para, araga-de-coroa, araca-boi, araca-péra, araca-
manteiga, araca-de-folha-grande, aragca-miudo, araca-mirim, araca-guacu,
araga-peba, araga-piranga, araga-araganduba, araga-comum, araga-verdadeiro
ou, simplesmente araga; esses muitos aragds encontram-se espalhados por
todo o Brasil, dos campos sulinos até a floresta amazénica, de preferéncia
onde haja umidade e calor (ALMEIDA, 2009).

O aracgazeiro é um arbusto de médio porte, atingindo de 2 a 10m de
altura com tronco de casca castanho-avermelhada e descamante em placas
finas, com copa arredondada e cheia. As folhas sdo geralmente avermelhadas
quando jovens, possuindo flores branco-esverdeadas (Figura 1; ALMEIDA,

2009).

Figura 1 — Aracazeiro
Fonte: http://eptv.globo.com/ETG_FOTOS/FLORA/58.jpg
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O fruto é uma baga globosa, piriforme, ovéide ou achatada, de coloragéao
verde, amarela ou vermelha de acordo com a espécie. A polpa € branca,
amarelada ou avermelhada, mucilaginosa, aromatica, contendo muitas

sementes (Figura 2; HAMINIUK, 2005).

Figura 2- Araca
Fonte: http://www.midiaville.com.br/UserFiles/Image/frutas/araca2p.jpg

O araca tem o seu sabor lembrando um pouco de goiaba, embora seja
um pouco mais acido e de perfume mais acentuado, eles amadurecem por
volta de setembro no ano (HAMINIUK, 2005).

Além da fruta comestivel, outras partes da planta também tém
propriedades terapéuticas, por exemplo: i) as folhas, os brotos, bem como os
frutos do araca do campo sdo adstringentes; suas raizes e cascas sao
empregadas em decocgdes para combater a diarréia; ii) as cascas do araga de
coroa sao usadas para estancar hemorragias em geral; iii) as folhas do araga
de flor grande s&o utilizadas em banhos para aliviar as dores provocadas pela
artrite e pelo reumatismo;e iv) as hemoptises e demais hemorragias, bem como
as diarréias, podem ser tratadas com as folhas e cascas do araga péra e do
araca miudo (ALMEIDA, 2009).

O araga é uma fruta pouco conhecida fora da Amazbnia e so6
recentemente comecou a ser introduzida na agricultura moderna. Alguns

cultivares apresentam excelente potencial econémico, uma vez que produzem
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frutos com elevada porcentagem de polpa. O aragd tem potencial para
conquistar um lugar de destaque no mercado nacional e internacional,
principalmente na forma de sucos e polpas, podendo ainda ser comercializado
como sorvete e doces. Além disso, suas folhas sdo usadas em casos de

hemorragias e diarréias (HAMINIUK, 2005).

I1.1.2 - ATEMOIA

No inicio do século XX, cientistas norte-americanos se empenharam no
desenvolvimento de uma fruta com desempenho comercial superior ao da
fruta-do-conde - Ammona squamosa L. e o sabor da cheriméia - Annona
cherimola Mill., um dos mais apreciados no mundo. Do cruzamento artificial
nasceu um novo hibrido da familia das anonaceas: a atemdia. O primeiro
plantio do Brasil foi feito em 1950, hoje as plantagdes se concentram no Estado
de Sédo Paulo e na Regido Norte do Parana, onde tem mostrado uma 6tima
adaptacao (BETTIOL NETO, 2009).

A planta apresenta porte e conformacéao variaveis, geralmente de copa
aberta, esparramada, com altura de didmetro de 9 a 11m. Produz de 80 a 100
frutos por ano, que pesam entre 100 e 200 gramas, contendo de 6 a 75

sementes por fruto (Figura 3; DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998).

Figura 3 — Atemoiazeira
Fonte: http://eptv.globo.com/ETG_FOTOS/FLORA/59.jpg
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A plantacdo da atemodia estd restrita a alguns paises tropicais e
subtropicais, por adaptar-se melhor as condi¢cdes intermediarias entre a
cheriméia (clima subtropical) e a pinha (clima tropical). As cultivares mais
plantadas no Brasil, atualmente, sdo Gefner e Thompson, outros cultivares que
se desenvolvem bem sob determinadas condicdes sao: African Pride, Pink’s
Mammonth, QAS e algumas seleg¢des locais como PR-3 e PR-1 (KAVATI,
2009).

Os frutos tém forma de coracgao, pontiaguda em um dos extremos, sao
verde-amarelados quando maduros, a casca € rugosa € a polpa € branca, com
sementes de cor marrom escura - (Figura 4; DONADIO; NACHTIGAL;

SACRAMENTO, 1998).

Figura 4 - Atemoia
Fonte: http://4.bp.blogspot.com/Atemoia.jpg

Como a atemodia continua sendo desprezada pela maioria dos
produtores, a oferta reduzida acaba proporcionando bons pre¢os no mercado e
mostra que a fruta tem um grande potencial econémico. Dependendo da
época, o quilo no varejo ultrapassa RS$5,00 (cinco reais). Porém, trata-se de
uma cultura exigente em irrigacdo, adubacgédo, podas e péds-colheita, sem
esquecer que por ser um hibrido (resultante de um cruzamento) as mudas s6

devem ser produzidas por métodos vegetativos (enxertia e estaquia). A area
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plantada no Brasil é de aproximadamente 1000 hectares, concentrados nas
regides Sul e Sudeste (TODA FRUTA, 2009).

E uma fruta tipica de mesa, para consumo ao natural, portanto, a sua
aparéncia € muito importante. Serve também para sorvetes, polpa e suco. Seu
valor alimentar é principalmente alto para agucares (DONADIO; NACHTIGAL;
SACRAMENTO, 1998).

As finalidades terapéuticas estao nas sementes, pois essas sao oleosas,
ralando-as bem se pode fazer tritura ou po, para se usar na forma de cha em
combate as diarréias, onde também as folhas podem ser utilizadas da mesma

forma (AMAZONIA, 2010).

11.1.3 - BUNCHOSIA

Esse género Bunchésia - Bunchosia armeniaca da familia Malpigceae -
compreende cerca de 75 espécies de arvores e arbustos. E nativa da Colémbia
e Peru, encontrada também na Amazoénia brasileira em altitudes de 1500 a
2400m. Ela pertence a mesma familia da popular acerola Malpighia emarginata
(LORENZI et al., 2006).

Suas folhas sao inteiras, ovaladas, grandes, de margens onduladas e
com a face interior de coloracdo mais clara. As flores sao axilares em racemos,
contendo de 8 a 10 flores de cor amarela e hermafrodita, surgem da primavera

ao outono (Figura 5; LORENZI et al., 2006).
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Figura 5 — Bunchézeiro
Fonte: http://herbario.iac.sp.gov.br/Relatorios/ConsultaHerbario.asp?Numlac=31071

O fruto é uma drupa ovéide ou arredondada de cor verde clara, marrom
ou vermelha, dependendo da variedade. A polpa € macia e vermelha de sabor
exotico, contendo duas sementes (Figura 6; LORENZI et al., 2006). Podem ser
consumidos em natura, sucos, sorvetes, vitaminas e compotas. Quando
guardados no refrigerados conservam-se por bastante tempo. A polpa pode ser

congelada (LORENZI et al., 2006).

Figura 6 - Bunchésia
Fonte: flickr.com/photos/mariasg/3215445681/

Ha estudos que mostram as prioridades medicinais da bunchésia em
quadros enddécrinos como a diminuicdo do colesterol alto e também a
diminuicdo da glicose em casos diabéticos. Essa fruta auxilia no
emagrecimento, por ser rica em agua; é rica em vitaminas que atuam no figado

diminuindo a ictericia no caso da hepatite (UFSC, 2010).
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I.1.4 CAJA-MANGA

O caja-Manga - Spondias pertence a familia Anacardiaceae e possui
mais 18 espécies distribuidas nas Regides Tropicais da América, Africa e Asia.
No Brasil, destacam-se as espécies: cajazeira (Spondias mombin L.) e
cajazeira-manga (Spondias cytherea Sonn.) (MARTINS; MELO, 2003).

A cajazeira-manga, também conhecida como cajaraneira, € uma arvore
que atinge 20 m de altura, de copa descontinua, ramos alongados. As flores
sdo pequenas e brancacentas (Figura 7; DONADIO; NACHTIGAL;

SACRAMENTO, 1998).

Figura 7 — Cajazeiro (a)
Fonte: http://www.terrastock.com.br/images/full/B6766.jpg

O caja-manga é uma dupra elipséide, tem formato cilindrico com 6 a 10
cm de comprimento, 5 a 9 cm de didmetro e peso de 380g, casca amarelo-ouro
ou pardacenta. Quando maduros apresentam polpa agridoce e acida, com
endocarpo revestido de espinhos irregulares - (Figura 8; DONADIO;

NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998).
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Figura 8 — Caja-Manga
Fonte: http://www.terrastock.com.br/images/full/B6766.jpg

Esses frutos tém participagdo crescente no agronegécio da regiao
Nordeste, principalmente pela comercializacdo para consumo como fruta fresca
e processamento de polpa, que apresenta grande aceitacdo no mercado pelo
sabor exotico, excelente qualidade e valor comercial como matéria-prima no
preparo de sucos, picolés, sorvetes, néctares e geléias (SOARES et al., 2006).

Na regido Nordeste, a polpa do caja € a que possui maior demanda
entre as polpas de frutas comercializadas, entretanto, a sua industrializagéo &
dependente das variagcdes da safra, uma vez que a sua producdo ainda se
apdia na exploracdo extrativa da cajazeira, e a da grande perda de frutos
devido a problemas de colheita e de transporte. Desse modo, apesar da polpa
do caja despertar interesse em outras Regides do pais, a atual produgéao
industrializada nao é suficiente para atender o mercado. Atualmente, a polpa
congelada de caja € uma das mais apreciadas em nivel nacional, e a demanda
aumenta a cada dia, portanto, existe um amplo mercado interno e externo a ser
explorado (MARTINS; MELO, 2009).

Na medicina popular e industria farmacéutica é crescente a utilizacao da
cajazeira. A casca da cajazeira é empregada como, antidesintérica,
antiblenorragica anti-hemorroidaria, sendo esta ultima propriedade também

atribuida a raiz. As folhas sao também Uteis contra febres biliosas,
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constipacdées do ventre, dores do estbmago, complicagcbes consecutivas ao

parto e certas enfermidades dos olhos e da laringe (MARTINS; MELO, 2002).

11.1.5 CANISTEL

O canistel - Pouteria capechiana da familia Sapotaceae € pouco
conhecido fora da sua regido de origem, na América Central, embora tenha
sido introduzida em varias regidées Tropicais do mundo. No Brasil a introducao
de cultivares dessa espécie foi feita em 1986, da Flérida, onde é plantada em
pomares domésticos (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998).

A planta é de porte médio, em geral, ndo atinge mais de 8 m, mas, em
condicoes favoraveis, pode atingir de 27 a 30m de altura e 1 m de didmetro. Os
ramos tendem a se curvar e formar uma copa arredondada e aberta. As folhas
medem de 10 a 25 cm de comprimento. As flores sdo pequenas, ocorrendo
entre as folhas dos ramos mais novos e sdo produzidas, usualmente, na

estacao chuvosa (Figura 9; MORTON, 1987).

Figura 9 - Arvore do Canistel
Fonte: http://www.tiskita-lodge.co.cr/fruit_collection/images/canistel/arvore
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O fruto pode variar de cor, mas a usual é amarela, com polpa e fina e
um pouco pegajosa. Varias formas de fruto podem ocorrer, desde a
arredondada até a alongada, sendo mais comum aquela com uma ponta no
apice. O comprimento do fruto varia de 7,5 a 12,5 cm e largura de 5 a 7,5 cm.
Podem ocorrer de 1 a 4 sementes por fruto, de cor preta, com 1 a 2 cm (Figura

10; MORTON, 1987).

Figura 10 — Canistel
Fonte: - http://www tiskita-lodge.co.cr/fruit_collection/images/canistel.jpg

A colheita do canistel pode ser feita ainda com o fruto firme na planta,
mas bem desenvolvido e com sua coloragao tipica, pois amadurece apés
colhido. Se mantidos a temperatura ambiente, os fruto se tornam maduros em
3 a 10 dias. Os frutos maduros podem ser mantidos sob refrigeracao por varios
dias (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998).

A polpa canistel pode ser consumida ao natural ou batida com leite,
sorvete e usada em confeitaria (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO,
1998). Na Flérida o canistel é consumido com sal, pimenta e suco de limao, ou
ainda, depois de assado. A fruta pode também ser seca e transformada em um
p6 bastante nutritivo. E uma fruta rica em niacinas e carotenéide, além de
possuir um nivel consideravel de acido ascérbico (MORTON, 1987).

O canistel também é empregado com finalidade medicinal, a casca da

arvore é utilizada para fazer uma cocgao adstringente aplicada em erupg¢des
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cutédneas. Além disso, um preparado das sementes € empregado contra

tlceras (MORTON, 1987).

11.1.6 CARISSA

A carissa - Carissa grandiflora da familia Apocynaceae, também é
conhecida como ameixa de Natal, e originaria da Regiao Costal de Natal, ao
Sul da Africa. E uma das plantas mais populares a beira mar no Sul da Flérida,
devido a tolerdncia a maresia e aos danos do vento; A planta é um arbusto
compacto que exsuda latex branco agrotdxico e pode atingir até 4,5m de altura.
As folhas sao espessas, verde-escuras, com 2,5 a 5 cm. Os galhos apresentam
espinhos ramificados com até 5 cm, por esse motivo € comumente usada como
cerca viva; as flores brancas e aromaticas florescem uma vez ao ano (Figura

11; JOYNER, 2008).

Figura 11 — Arvore da Carissa
Fonte: http://www.treknature.com/gallery/Asia/India/photo149718.htm

O fruto apresenta 5cm de comprimento e forma ovoide, cor avermelhada
e casca lisa. A polpa pode ser consumida ao natural apesar de exsudar latex;
serve para geléias, sorvetes e sucos. O doce de carissa lembra o sabor de

Cranberries - (Figura 12; JOYNER, 2008).
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Figura 12 — Carissa
Fonte: http://www.treknature.com/gallery/Asia/India/photo149718.htm

A carissa deve estar completamente madura, com colora¢ao rosa-escura
e textura macia, para ser consumida. A polpa pode ser ingerida ao natural
apesar de exsudar latex, porém ela é frequentemente consumida na forma de
doces, geléias, sorvetes e sucos (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO,

1998).

I1.1.7 FALSO-MANGOSTAO

O falso mangostao - Garcinia Xanthochymus da familia das Clusiaceae
é uma espécie originaria da Asia, na regido da China e india, podendo ser
encontrada desde o Sul do Vietna até a Maldsia. O mangostanzeiro € uma
planta frutifera exética, pouco conhecida no Brasil, mas pode ser encontrada
nos pomares domésticos, embora a maioria desconhegca o seu verdadeiro
nome, algumas regides também o chamam de mangostdo-amarelo
(SHINOHARA et al., 2008).

A arvore é perene (sobrevive e frutifica por muitos anos), tem até 20 m
de altura, tronco ereto, casca marrom-clara, copa densa e piramidal. As folhas

sao simples, verde, lisas, brilhantes, subcoriacea, de 22 a 30 cm de
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comprimento por 8 a 12 cm de largura e dispostas nos ramos em posicao
oposta, dois a dois. Na inser¢cdo das folhas nos ramos, principalmente nas
apicais, pode-se observar uma gema com abertura longitudinal de onde saem
os novos ramos) — (Figura 13; DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998;

REYES, 2008).

Figura 13 — Arvore do Falso Mangostdo
Fonte: www.esalqg.usp.br/trilhas/fruti/fr13.php

Os frutos tém formato arredondado ou levemente oval, contém um bico
terminal e esférico, de cor verde-amarelado na maturidade a semente é envolta
em polpa amarela translucida — (Figura 14; DONADIO; NACHTIGAL e

SACRAMENTO, 1998; REYES, 2008).

Figura 14 — Falso — Mangostao
Fonte: http://cookislands.bishopmuseum.org/M/MX1-4/4P097_Garc-xant_ RR1_GM_MXa.jpg
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A frutificagdo ocorre de margo a agosto. Os frutos sdo comestiveis,
acidos, usados para sucos, refrescos, doces e geléias. Arvore muito usada
ornamentalmente em grandes areas, como parques e jardins publicos (REYES,

2008).

I1.1.8 JAMBO-VERMELHO

O jambo-vermelho - Syzygium malaccense da familia Myrtaceae é
originario da Malasia de onde se dispersou as regides tropicais da Africa e
América. E comumente cultivado das ilhas de Java a Filipinas e Vietna,
também é muito cultivado no Sul da india. No Brasil é encontrado nos estados
da Regiao Norte, Nordeste e nas regides quentes do Sudeste (DONADIO;
NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998; MORTON 1987).

A arvore alcanca de 12 a 15 m de altura, com um copa muito
caracteristica por seu aspecto conico-alongado e denso, de crescimento
rapido. As folhas sdo coridceas, oblongo elipticas de 20 a 22 cm de
comprimento e de 6 a 9 cm de largura, verde-escuras e brilhantes na arte
superior e verde opacas na face interior. As inflorescéncias aparecem em
racemos axilares, com flores hermafroditas, de cor vermelha (Figura 15;

DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998).
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Figura 15 — Arvore do Jambo — Vermelho
Fonte: www.frutasraras.blogspot.com/jambovermelho

O fruto € uma drupa piriforme de 5 a 8 cm de comprimento, peso médio
de 85 g, superficie vermelho-escura, polpa-branca, suculento-esponjosa,
contendo uma semente globosa de coloracdo marrom de 2 a 3 cm de didmetro.
Sao citadas cultivares com e sem sementes — (Figura1i6; DONADIO;

NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998).

Figura 16 - Jambo-Vermelho
Fonte: frutas raras.blogspot.com/jambovermelho
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De agosto a fevereiro, época da florada, ela se recobre de flores
vermelhas, dando-lhes um aspecto bastante ornamental. Os frutos
desenvolvem-se desta data até a época da colheita, que se da de janeiro a
maio (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998).

O jambo-vermelho é consumido in natura ou na forma de compostas e
doces (DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO, 1998). Em Porto Rico é
comum o preparo de vinhos branco e tinto de mesa. Na Indonésia, as flores
sdo consumidas em saladas ou preparadas na forma de xaropes. As folhas e
brotos jovens sdo consumidos crus com arroz, ou como verduras (MORTON,
1987).

Esse fruto possui propriedades adstringentes, antibacterianas, antiviral,
estomaquica e laxante. E indicado contra tosse, catarro nos pulmées, diabete,
diarréia, constipacao e enxaqueca. A bebida obtida de decocgéo da casca do
tronco pode ser utilizada como paliativo para dores de estbmago e diarréia.
Também é relatado beneficio sobre a pressdo sanguinea (MORTON, 1987;

AHMAD e ISMAIL, 2009).

11.1.9 JATOBA

O Jatoba, - Hymenaea courbaril L. da familia Caesalpinioideae) trata-se
de uma espécie nativa que se encontra perfeitamente em quase todas as
florestas brasileiras de norte a sul (LIMA, N. et al., 1995). Dentro do género, H.
courbaril € considerado uma das mais bem sucedidas espécies, com 17
diferentes cultivares que vao desde as florestas tropicais da América do Norte
(México) através da América Central para quase todos 0s paises tropicais da

América do Sul (SANTOS, 2004).
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As arvores sdo de tamanhos variaveis de 5 a 40 m de altura
dependendo da espécie. Os frutos em todas as espécies sdao muito
semelhantes, variando um pouco apenas no tamanho (Figura 17; SANTOS,
2004).

O tronco fornece madeira dura incorruptivel, pesada (densidade média
de 0,95 g/cm3), de cor vermelho-pardacenta, muito duravel quando fora do
chéao, utilizada para construcdo pesada, esteios, vigas, assoalhos, carrocerias,
moveis, tonéis, etc. Sua casca fornece corante amarelo. Sua resina, folhas e

sementes sdo utilizadas na medicina caseira (SANTOS, 2004).

Figura 17 — Arvore do Jatoba
Fonte: frutas raras.blogspot.com/Jatoba

Consiste numa vagem (legume) indeiscente (que nédo se abre sozinha),
de forma subcilindrica, de 7-20 cm de comprimento, com uma casca (exocarpo)
dura e quebradica, de cor variando do marrom ao vermelho-acastanhado.
Contém 1-6 sementes duras envoltas por uma polpa seca, farinacea,
adocicada, comestivel, de sabor e cheiro muito caracteristicos - (Figura 18;

SANTOS, 2004).
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Figura 18 — Jatoba
Fonte: frutas raras.blogspot.com/Jatoba

A polpa é rica em calcio e magnésio e, além de fornecer alimento a
fauna, é 6tima para alimentagdo humana. Seus frutos sdo comercializados em
feiras regionais de todas as regides onde ocorre esta planta. A polpa é
consumida in natura e na forma de geléia, licor e farinhas para bolos paes e
mingaus. Existem dezenas de receitas para confecgdo de bolachas, paes,
bolos e mingaus com a farinha de jatoba (SANTOS, 2004).

Nas propriedades terpéuticas a decocgao de folhas e cascas alivia dores
musculares, o cha da fruta em si é bom para agressores respiratorios como a

tosse e asma (PLANTAMED, 2010).

11.1.10 JENIPAPO

O jenipapo - Genipa americana L. da familia das Rubiaceae é uma fruta
que se parece com o figo, contudo um pouco maior. Fruto do jenipapeiro deve
ser colhido no ponto certo de maturagdo para que possa ser aproveitado; a
madeira do caule pode ser usado em fortes construcdes civis, pegas artesanais
e confeccobes de moveis - (Figura 19; DONADIO; NACHTIGAL e

SACRAMENTO, 1998; REYES, 2008).
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Figura 19 — Jenipapeira
Fonte: http://www.nutricau.com.br/jenipapo.jpg

Embora seja consumido in natura, seu uso mais frequente € sob a
forma de licor; trata-se de uma baga ovéide com 8 a 12 cm de comprimento por
6 a 9 cm de diametro, de cor escura e casca rugosa e murcha, com polpa
marrom clara e numerosas sementes pardas e achatadas. Acida para ser
consumida naturalmente, é muito utilizada como matéria-prima alimenticia de
doce, licor, xarope, vinho e quinino (sulfato de quinina - usado como
antimalarico e antipirético). Sua polpa é suculenta, aromatica, comestivel e com
sementes no centro - (Figura 20; DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO,

1998; REYES, 2008).

Figura 20— Jenipapo
Fonte: http://www.nutricau.com.br/jenipapo.jpg

Na medicina caseira, o jenipapo é utilizado como fortificante e
estimulante do apetite. Quando verde fornece um suco de cor azulada, muito

utiizado como corante para tintura em tecidos, artefatos de ceramica e
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tatuagem. Ap6s a maturagdo sua polpa € comestivel. Além disso, € possivel
extrair do fruto uma tinta preta, muito usada pelos indigenas, ha milénios, em
petroglifos, ceramica, cestaria, tatuagens, pintura corporal etc; possui 6tima
madeira para as construcoes de moveis (DONADIO; NACHTIGAL e
SACRAMENTO, 1998; REYES, 2008).

Uma outra aplicacdo na medicina popular do suco do Jenipapo, € a sua
utilizagdo para controle de plaguetas do sangue em pacientes que fazem
quimioterapia e/ou radioterapia, dados mostram ser eficaz, e muitos pacientes
tomam duas ou mais vezes ao dia (DONADIO; NACHTIGAL e
SACRAMENTO, 1998; REYES, 2008). Além do uso especifico, o suco de
jenipapo € muito utilizado na medicinapopular como: péptico (intestino), laxante

e doencas causadas por bactérias (PLANTAMED, 2010).

I1.1.11 JUJUBA

A jujuba - Ziziphus jujubas da familia das Ramnaceas é uma frutifera
exotica, nativa em areas subtropicais da China e Japéo, onde ela tem sido
cultivada ha mais de 4 mil anos e onde existe mais de 400 cultivares. Hoje a
planta é cultivada na Russia, norte da Africa, Sul da Europa e no Sudoeste dos
Estados Unidos. Ocasionalmente é cultivada em pomares domésticos nas
regidbes Sul e Sudeste do Brasil (CALIFORNIA RARE FRUIT GROWERS,
1996; LORENZI et al., 2006).

A arvore é caducifélia, espinescente ou inerme, de 6 a 10m de altura,
com brotos basais capazes de reproduzir vegetativamente a planta. As folhas

sao simples, cartaceas, glabras, trinervadas a partir da base, de 3 a 6 cm de
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comprimento, com peciolo de cerca de 5 mm. As flores sdo pequenas,
dispostas em fasciculos paucifloros, formadas de novembro a janeiro - (Figura
21; CALIFORNIA RARE FRUIT GROWERS, 1996; DONADIO; NACHTIGAL;

SACRAMENTO, 1998).

Figura 21 — Jujubeiro
Fonte: frutas raras.blogspot.com/Jujuba

Os frutos sao elipsdides de 2 a 3 cm. Possui casca comestivel de
coloracao esverdeada, mudando para rosada a vermelha com a maturacao. A
polpa é branca, esponjosa e apresenta de 1 a 2 sementes. Logo apés se tornar
avermelhada a jujuba comega a perder a consisténcia, fica com aparéncia
enrugada e muda o sabor, por isso muitas pessoas preferem comé-la antes
que ela atinja completamente a coloragao vermelha — (Figura 22; CALIFORNIA
RARE FRUIT GROWERS, 1996; DONADIO; NACHTIGAL e SACRAMENTO,

1998).



48

Figura 22 — Jujuba
Fonte: frutas raras.blogspot.com/Jujuba

Estudos indicam elevado conteudo de vitamina C. A fruta tém sido
utilizada com a finalidade medicinal por diversas culturas. Um dos usos mais
populares € na forma de cha contra dor de garganta (CALIFORNIA RARE
FRUIT GROWERS, 1996).

Essas pequenas frutas poucamente cultivadas no Brasil expéem muitas
caracteristicas terapéuticas em suas folhas e frutas, tratando-se de folhas
adstringente e hipoglicémica e seus frutos anti-diarréico, expectorante

(PLANTAMED, 2010).

11.1.12 MANGOSTAO

O mangostao (Garcinia mangostana L. da familia Clusiaceae), originario
do Sudeste Asiatico, é considerado uma das frutas mais saborosas do trépico
asiatico, atualmente o mangostanzeiro é encontrado na Malasia, Filipinas,
Costa do Marfim, Madagascar, Sri Lanka, india, China e Australia. No novo
continente é cultivado na Costa Rica, Porto Rico, Republica Dominicana,
Jamaica, Panama, Havai, Honduras, Guatemala Sul da Flérida, Cuba e Brasil
(SACRAMENTO, 2001). No Brasil, foi introduzido definitivamente por volta de

1935, na Bahia, e em 1942 no Pard, a producao se concentra nesses estados e
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em pequena escala, é produzido no Espirito Santo e Sdo Paulo. O mangostao
€ bastante conhecido nos paises produtores, mas sé recentemente vem sendo
exportado para outros paises. Os mercados da Europa vém sendo abastecidos
por paises asiaticos e dos Estados Unidos por paises da América Central
(SACRAMENTO, 2001).

O mangostanzeiro € uma arvore de 10 a 20m de altura a 9 a 12m de
didametro, com um tronco central de onde saem ramos horizontais opostos que
dao a copa um formato cénico. As folhas sdo simples e opostas, de formas
oblongas e elipticas. Novas apresentam coloragdes avermelhadas e quando
adultas verde oliva brilhante na superficie superior e verde/amarela na
superficie inferior. As flores sdo femininas, as quais ndo necessitam de
polinizagdo para desenvolverem frutos, estas sdo terminais, solitarias, ou
agrupadas em 2 ou 3 cm (Figura 23; DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO,

1998).

Figura 23 — Mangostanzeiro
Fonte: http://www.arara.fr/Mangostao2.jpg

O fruto é uma baga arredondada com 4 sépalas na base, diametro de 6
a 8 cm, de cor verde quando em desenvolvimento passando para coloracao
arroxeada quando maduro. Quando cortado transversalmente o fruto apresenta

casca com espessura de 6 mm e polpa formada por 4 a 8 gomos brancos, 0s
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quais contém de 2 a 2.5 cm de comprimento - (Figura 24; DONADIO;
NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998).

Figura 24 — Mangostao
Fonte: http://www.arara.fr/Mangostao1.jpg

O mangostdo requer clima quente e Umido nao resiste a secas
prolongadas. O periodo de frutificagdo do mangostanzeiro varia de acordo com
as condi¢des climaticas e, no estado do Para, o principal periodo de colheita
estende-se de janeiro a maio e uma colheita menor ocorre em agosto e
setembro. Na Bahia a safra principal € geralmente em marco e abril e outra
colheita acontece em agosto (SACRAMENTO et al., 2007).

Trata-se de uma fruta exética de sabor apreciavel, utilizada
principalmente como frutos secos. A casca apresenta em sua composi¢do uma
classe de sustancias, conhecidas como xantonas, que tem despertado grande
interesse das industrias dos alimentos e farmacéutica. Essas substancias
possuem alto poder antioxidante e agem no organismo humano, trazendo
beneficios a saude. Em decorréncia dessas caracteristicas, 0 mangostao vem
sendo aproveitado integralmente, e diversos produtos sdo encontrados
envolvendo o suco do mangostdo, no qual o produto é obtido a partir da

trituracdo do fruto com todas as suas partes (casca, polpa e sementes). Tais
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frutos tém conquistado novos mercados, pelas suas supostas propriedades
nutracéuticas. Capsulas contendo extrato da casca de mangostdao também sao
encontradas no mercado. O uso da casca do mangostdo em casos de
disenteria e diarréia crbnica ja é bastante conhecido pela medicina popular €, a
infusao feita das folhas tem sido utilizada no tratamento de ferimentos. A casca
também pode ser utilizada como tintura comercial e a madeira do tronco, de cor
marrom escura, podem ser utilizada na construgdo de mobilias
(SACRAMENTO et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que as propriedades terapéuticas do fruto séo
atribuidas as xantonas, elas, estdo naturalmente presentes no fruto do
Mangostao e sdo conhecidas pelas suas fabulosas propriedades antioxidantes.
Para além de possuir mais de 40 xantonas na sua composi¢cao, 0 mangostao
tem ainda algumas outras moléculas biol6gicamente ativas, tais como

catequinas, polifendis e polissacarideos (MANGOSTAO ORIGINAL, 2010).

11.1.13 MASSALA

A massala (Strychnus Spinosa da familia Loganiaceae) é uma fruta
originaria da Africa Tropical. Foi introduzida no Brasil h& algum tempo, porém é
cultivada apenas por colecionadores (LORENZI et al., 2006).

A massaleira € um arbusto de porta médio, tendo até 10m de altura, de
copa arredondada, meio aberta. As folhas sdo cariaceas, glabras e brilhantes,
de 5 a 7cm de comprimento e bem marcadas por nervuras principais que
partem da base. As flores sdo andrdginas formadas de dezembro a janeiro,
dispostas em pequenos racemos terminais (Figura 25; DONADIO;

NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998; LORENZI et al., 2006).
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Figura 25 — Arvore da Massala
Fonte: macua.blogs.com/photos/turismo/massala.html

O fruto apresenta de 10 a 12cm de didmetro; cor verde externamente;
casca lisa, dura e gelatinosa, com muitas sementes grandes; seu sabor € sub-
acido. A polpa é utilizada para consumo in natura. Na Africa, é consumida na
forma de uma bebida fermentada (Figura 26; DONADIO; NACHTIGAL 2001;
LORENZI et al., 2006).

As folhas, raizes e sementes sdo usadas medicinalmente. Algumas
pessoas usam infusées de raiz como um tratamento para picada de cobra,
outros usam a casca e frutos verdes. Acredita-se que a presencga de estricnina
na casca e frutos verdes junto com outros alcaléides sao os responsaveis por
ajudar a superar o veneno de certas cobras, como o Mamba (natural da Africa,
muito peconhenta). Estricnina € um poderoso estimulante do sistema nervoso
central que pode ser capaz de combater a queda respiratéria causada pelo
veneno dessas cobras. Ele também é usado como um purgante, para
problemas do Utero e no tratamento de dor nos olhos. A decocgéo das folhas

ou raiz é usada como analgésico na Africa Central (PLANTZAFRICA, 2010).
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Figura 26 — Massala
Fonte: frutas raras.blogspot.com/Massala

1.1.14 PITAYA

A pitaya (Hylocereus undatus da familia Cactaceae) - estes frutos sao
comumente conhecidos como fruta dragdo. Nativa da América, e esta
distribuida por varios paises americanos nos tropicos e subtrdpicos, sendo
mais comum no México e Coldmbia; € o nome dado ao fruto de varias espécies

de cactos epifitos (Figura 27; CAVALCANTE, et al; 2006).

Figura 27 — Arvore da Pitaya
Fonte: http://www.typesofflowers.org

A fruta pode pesar entre 150-600 gramas. As sementes se assemelham

as do gergelim e se encontram dispersas no fruto carneo interno, na parte
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externa da fruta, aparece globosa e rosa forte (Figura 28; CAVALCANTE, et al;

20086).

Figura 28 — Pitaya Fonte: www.typesofflowers.org

O cultivo do pitaya no Brasil s6 comegou nos anos 90 e a producéo teve
um acentuado crescimento no Estado de Sao Paulo. O sabor da fruta € muito
semelhante ao do kiwi, seu consumo pode ser da polpa do fruto in natura,
como refresco, geléias e doces (CAVALCANTE, et al; 2006).

Também é utilizada em medicina caseira, como ténico cardiaco; as
sementes tém efeito laxante. Além do fruto, que tem efeito em gastrites, o talo
e as flores sdo usados para problemas renais; as vitaminas contidas na pitaya
podem trazer grandes beneficios a saude (CAVALCANTE, et al; 2006).

Os frutos da Pitaya sdo ricos em vitaminas, fésforo, que auxilia o
processo digestivo e previne o cancer de colon e a diabetes. Ajuda, também, a
neutralizar substancias toxicas como metais pesados, reduz os niveis de

colesterol e a hipertensdo (CAVALCANTE, et al; 2006).
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1.2 EXPLOSAO OXIDATIVA; GERACAO DE ESPECIES

REATIVAS DE OXIGENIO (ERO); RADICAIS LIVRES.

Os leucécitos polimorfonucleares sdo os primeiros tipos celulares em
seres humanos a serem ativados pelo sistema imunolégico, contra infecgdes.
Estas células migram, dirigidas por gradientes quimiostaticos até o local da
inflamacédo, onde eles reconhecem e fagocitam o patdégeno invasor
(ARNHOLD, 2004).

Os patogenos sdo expostos a um arsenal de enzimas hidroliticas e
proteinas bactericidas, estocadas em seus granulos citoplasmaticos. Os
neutrofilos apresentam quatro tipos de gréanulos, que contém diferentes
enzimas e proteinas. O conteddo desses granulos € liberado gradualmente no
fagolisossoma, ou no meio extracelular, apdés a ativagcdo dessas células. A
elevacao de ions calcio intracelular inicia a desgranulagcao. Para que haja a
desgranulacao é necessario o aumento de calcio intracelularmente; neste caso
sao secretadas as enzimas direcionadas ao combate ao patégeno, tendo por
funcdo a destruicdo da parede celular. Os granulos azuréfilos apresentam
niveis elevados de mieloperoxidase, a qual juntamente com o NADPH oxidase
da membrana esta envolvida na geracao de espécies reativas do oxigénio e
oxidacdo de biomoléculas (ARNHOLD, 2004); Um exemplo disso, € que além
de participar dos processos fisiolégicos na defesa do organismo as ERO
podem iniciar e/ou participar na evolugdo de muitas doengas. Ha algumas
evidéncias que anormalidades nos componentes lipidicos podem causar uma

superproducao de ERO e, por sua vez, a peroxidagao lipidica. Radicais livres
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como o anion superdxido e o radical hidroxil podem causar a peroxidagdo
lipidica, podendo ser ligados a morte celular (VELLOSA, 2005).

Muitos estudos demonstram que os fagécitos sdo capazes de promover
a oxidacdo da LDL através da producdo de espécies oxidantes. Na
aterosclerose, por exemplo, ocorre um afluxo de macrofagos e lesao celular
devido a grande liberacdo de perdxido de hidrogénio; além disso, a LDL é
modificada pelas espécies oxidantes liberadas pelos neutréfilos (Figura 29;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JERLICH et al., 2000; MERTENS et al,,

2001; WOODS, DAVIES, 2003).
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macréfagos e células do musculo liso

Figura 29 — Processo de Oxidagao de LDL pelos fagécitos e produgao de
espécies oxidantes;
Fonte: Vellosa, 2005.

A formagado de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicdo a fatores exdgenos. Todavia, na
condicao de pro-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar
devido a maior geracao intracelular, ou pela deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes (CERUTTI, 1991, 1994). O desequilibrio entre moléculas

oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares pelos
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radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (RODRIGUES et al.,
1993). A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, freqlentemente é
acompanhado do aumento na defesa antioxidante enzimatica, produzindo um
aumento na grande quantidade de radicais livres podendo causar danos e
morte celular (ANDERSON, 1996).

Os radicais livres fazem parte de processos fisiologicos do nosso
organismo aerobico, o qual deriva o ATP (trifosfato de adenosina) pela redugao
completa de O, por quatro elétrons, através do transporte mitocondrial de
elétrons. Aproximadamente 98% de todo o oxigénio consumido pelas células,
entram nas mitocéndrias onde sao reduzidos pelo citocromo c¢ oxidase

(RODRIGUES et al., 2003).

NADPH + O,
NADPH oxidase
NADP* + H*
+ MPO
°. _.SOD Taurina
02 HO, 1 ey HOCH
. o
NO Fe++ 1 H202 02
ONOO "+ H* .
‘ * . OH
OH 0,
‘OH + NO%

Esquema | - Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (O,) na mitocéndria até a
formacgao de H,0.

Entretanto, o oxigénio pode receber menos de quatro elétrons formando-
se assim espécies reativas de oxigénio, como os radicais anions superdxido
(02*), hidroperoxila (HO,*) e hidroxila (*OH), e espécies néo radicalares como
o peréxido de hidrogénio (H-O.) (Esquema 1; FERREIRA e MATSUBARA

1997).

TauCl
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O HxO, é formado por dismutacdo espontdnea ou por agao da
superéxido dismutase (SOD) a partir do O,*. A remogédo do H>O» ocorre por
acao de enzimas antioxidantes, como a catalase. Em células como os
polimorfonucelares neutréfilos o H.O, reage com a enzima mieloperoxidase
(MPQO) originando o intermediario redox MPO |. Este oxida o ion cloreto(Cl )
formando o HOCI (HAMPTON et al., 1998).

A reacdo entre o H>O, e o ion radical O,* leva a formagdo do radical
hidroxila, um potente oxidante. Constitui em um fenédmeno lento e espontaneo,
conhecido como reagdo de Haber-Weiss. Essa reagdo, entretanto, é bastante
acelerada na presenca de complexos metalicos cataliticos, especialmente ferro
e cobre, nos estados reduzidos. A geracdo de radicais OH® a partir de H.O, e
metais reduzidos é conhecida como reacdo de Fenton. A combinacdo das
reacdes Fenton/Haber-Weiss é considerada um dos principais mecanismos
geradores de radicais OH* 'in vivo” (LAURINDO et al., 1996).

Nos ultimos anos, inimeras pesquisas foram realizadas para esclarecer
o papel dos radicais livres em processos fisiopatoldégicos, como doenca
respiratoria aguda, fibrose cistica, cancer, enfisema, inflamacao, asma, artrite
reumatoide, danos externos como o tabagismo, poluicdo e etc., processo de
envelhecimento, fatores os quais dao inicio a geracdo das ERO. (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; VENGLARIK et al., 2003; TORRES et al., 2004).

O organismo para se livrar das espécies reativas de oxigénio, o sistema
biolégico criou varios mecanismos de defesa, isto é, potenciais de
neutralizacdo das acdes dos radicais livres, chamado de antioxidantes. Os
antioxidantes estdo permanentemente em movimento no Nosso organismo,

sendo que a producdo de energia do nosso organismo € uma das principais
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causas da formacédo de radicais livres, necessitando estar presentes em
quantidades suficientes para neutralizacdo os efeitos dos radicais livres
normalmente produzidos. Quando esta equivaléncia ndo existe, dizemos que
esta ocorrendo um estresse oxidativo (“stress oxidative”) (BELLO, A., et al.,
2002).

Fagécitos, como neutréfilos, eosindfilos e macréfagos, quando
estimulados, elevam sensivelmente sua taxa de consumo de oxigénio na
explosdo oxidativa, a geracdo de espécies quimicas com alto potencial de
reatividade (ERO) como resultado dessa explosdo nesses fagécitos, é
essencial para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al,
1984).

A ativacdo de fagocitos principalmente neutréfilos (primeira linha de
defesa do organismo) através de estimulos endégenos ou por microrganismos,
€ seguida da ativagdo de uma enzima transmembrana que promove aumento
do consumo do oxigénio para a producao do anion superdxido, o0 precursor
para uma série de espécies reativas de oxigénio (Tabelal; MATHY-HARTERT
et al, 1997).

Os leucdcitos fagoécitos sdo células especializadas que contém grandes
quantidades de componentes da NADPH oxidase e produzem &nion
superéxido em abundancia. Outros tipos celulares, tais como fribroblastos,
células endoteliais e células do musculo liso, também sado capazes de
produzirem mais anién superoxido, porém em baixas quantidades; durante o
burst oxidative ha um aumento do consumo de oxigénio e da produgdo de

diferentes EROs (FRIDOVICH, 2001).
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Tabela 1 — Radicais Livres e espécies relacionadas de importancia biolégica

Fonte: Laurindo et al.,1996.

Elemento Centralizador

Radical

Propriedades

Oxigénio

Superdxido (0, *)

Provavel mediador de sinais
nervosos. Pouco reativo, atravessa
membranas celulares através de

canais aniénicos.

Peréxido de Hidrogénio (H205)

Relativamente inerte, pode

entretanto dar origem a radicais

toxicos.  Bastante  difusivel e

permeavel a membranas.

Hidroxila (HO")

O mais potente oxidante conhecido
passivel de ser formado em

condigdes fisioldgicas.

Oxigénio Singlete ('02)

N&o é um radical, mas sim o produto
da excitagdo energética de um

(por
radiacéo

elétron da dltima camada

exemplo, por uma

ionizante).  Significado  biolégico

possivel, mas ainda em estudos.

Acido Hipocloroso — Cloraminas
(HOCL)

O HOCI é formado pela oxidagao de

fons  cloreto, catalisada pela
mieloperoxidase em presenga de
peréxido de hidrogénio, mais
abundante oxidante gerado por
leucécitos do sangue; € um oxidante
extremamente forte e além de atacar
biomoléculas de importancia

fisiolégicas como tidis, ti6teres,
aminas, aminoacidos, nucleotideos e
ascorbato, gera outras ERO (radical
hidroxil, oxigénio singlete via sua
reagdo com perdxido de hidrogénio e

anion superéxido).

Nitrogénio

Oxido Nitrico (NO)

Radical livre gasoso é um fator
relaxante derivado do endotélio.
Lipossoluvel e altamente permeavel

as membranas.

Peroxinitrito (ONOO™")

E um oxidante potente. Propriedades

vasodilatadoras cujo mecanismo

ainda é incerto.

Carbono

Metil (CH3)

Possivel envolvimento em

modificagdes do DNA.

Enxofre

Tiil (RS)

Intermediario da  Oxidagdo e
interconversdo de tidis. Significado

biolégico incerto.
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1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

As espécies reactivas de oxigénio sdo compostos quimicos resultantes
da ativacdo ou redugdo do oxigénio molecular ou derivados dos produtos da

reducdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; 1986).

11.3.1 ANION SUPEROXIDO (O, ")

Pode ser escrito O, * " ou O, ~ e é formado apds a primeira reducéao
monoeletronica do oxigénio; ocorre em quase todas as células aerdbicas e é
produzido durante a ativacdo de neutréfilos, mondcitos, macrofagos e
eosinodfilos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; 1986). Tem sido observada
lesdo bioldégica associada a sistemas geradores de superdxido, seja
enzimatico, fagocitico ou quimico durante a ativacao de neutréfilos, mondcitos,

macrofagos e eosindfilos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

1.3.2 PEROXIDO DE HIDROGENIO (H.0,)

A maior parte do oxigénio consumido é convertida em peréxido de
hidrogénio por dismutagdo do radical anion superoxido, seja espontanea ou

pela acao da superodxido dismutase (SOD).

SOD
202._+2 H+—> H202+02

Apesar de nao ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na udltima camada, o H>.O, é um metabdlito extremamente
deletério, por que participa da reagdo que produz o radical hidroxil (FERREIRA

e MATSUBARA, 1997). Além disso, o H»O, € altamente tdxico para as células,
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pois tem vida longa e é capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir
com membranas biolégicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe** (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Visto tais propriedades do perdxido de hidrogénio, principalmente o
potencial reativo em membranas, no caso da eritrocitaria sua toxicidade pode
ser aumentada em presenca de ions ferro, como ocorre na hemocromatose
transfusional (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O H20, possui atividade bactericida somente em altas concentragdes.
Sua remocao da célula ocorre por acdo de enzimas antioxidantes, como

catalase e glutationa peroxidase (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

11.3.3 ACIDO HIPOCLOROSO (HOCL)

O HOCI é formado pela oxidacdao de ions cloreto, catalisada pela
mieloperoxidase em presenca de peroxido de hidrogénio (LAPENNA e

CUCCURULLO, 1996).

MPO
Cl + HyOs—, OCI" + H* + H,0 (pH > pka)

MPO
Cl" + HoO,— HOCL + H20 (pH < pKa)

O HOCI pode ser considerado como 0 mais abundante oxidante gerado
por leucécitos do sangue. O acido hipocloroso € um oxidante extremamente
forte e além de atacar biomoléculas de importancia fisiol6gicas, tais como tiois,

tidteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato (WEISS, 1989;
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HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1986; EATON, 1993), é capaz de gerar outras
EROs, tais como, oxigénio singlete e radical hidroxil via sua reagdo com
peroxido de hidrogénio e anion superéxido (WEISS, 1989; LAPENNA e
CUCCURULLO, 1996).

O HOCI apresenta acao protetora no killing bacteriano e, ao mesmo
tempo, é agressor aos tecidos, pois nem células de mamiferos nem de
bactérias podem desentoxicar o HOCI por via catalitica, visto que estao
ausentes defesas enzimaticas contra oxidantes clorados (LAPENNA e
CUCCURULLO, 1996).

E importante o desenvolvimento de substancias farmacologicamente
capazes de antagonizar a agdo do HOCI, como sugerem alguns autores para
drogas antinflamatérias, rifampicina, tetraciclina e também captopril. O
sequestro farmacologico do HOCI sera terapéuticamente significativo se, na
concentragao da droga in vivo, a reagdo com o acido hipocloroso for rapida o
bastante para proteger as moléculas-alvo biologicamente importantes do
ataque pelo HOCI (HALLIWELL, 1995; LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

Ha outras espécies reativas de oxigénio de importancia bioldgica para os
seres vivos, deletérias quando nao controladas, mas que ndo sao objeto do
presente trabalho: Cloraminas, Oxigénio Singlete ('02), Radical Hidroxil
(HO"), Oxido Nitrico (NO °) e Peréxinitrito (OONO ™), Radical Hidroperoxila

(H20 ), entre outras.
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1.4 PATOLOGIAS ASSOCIADAS AS ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO

Os leucécitos polimorfonucleares  (fagécitos), produzem anion
superéxido através da reducdo do oxigénio por um elétron, com gastos de
NADPH. A maior parte do O, " " reage com ele mesmo para formar peréxido de
hidrogénio (BABIOR, 2000). A partir destes agentes, grande numero de
oxidantes altamente microbicidas sdo formados, tais como HOCI, HO ,ONNO""
dentre outros (BABIOR, 2000). Tais oxidantes sdo produzidos com a finalidade
de combater microrganismos invasores, mas eles também provocam danos
nos tecidos préximos, conhecendo-se seu envolvimento em grande numero de
patologias (BABIOR, 2000).

Ha evidéncias de que as ERO possam estar envolvidas com mais de 50
doencas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O envelhecimento é um evento que pode estar relacionado com as ERO,
a teoria dos radicais de oxigénio, desenvolvida por Harman em 1956, propdem
que o envelhecimento poderia ser secundario ao estresse oxidativo, o qual
levaria a reacdo de oxidagdo lipidica, protéica, e com o DNA, que
desencadeariam alteracdes lentas e progressivas dos tecidos e do cédigo
genético (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Doencas, freqlentes na velhice e
relacionadas com o estresse oxidativo, sdo a Doencga de Parkinson, o acidente
vascular cerebral, a doenga de Alzheimer, a esclerose multipla e catarata
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Na aterosclerose ocorre o afluxo e liberacao de perdxido de hidrogénio e
enzimas hidroliticas, que ao lesarem as células vizinhas estimulam a

proliferacdo de mausculo liso subendotelial (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
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1990). A LDL também é modificada pelas espécies oxidantes liberadas pelos
neutrofilos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Os macréfagos geralmente
englobam a LDL por meio de receptores de LDL, entretanto a LDL oxidada n&o
entra na célula por meio deste receptor, mas sim através do receptor de
scavenger. A internalizacao das LDL oxidada, diferentemente da nativa, ndo é
regulada pelo receptor, o que permite que quantidades mais elevadas de LDL
sejam englobadas e formem-se as células espumosas como parte do processo
aterogénico (BABIOR, 2000). A lesdo pode ser exacerbada pela fumaca do
cigarro que por ser rica em ferro, catalisa a oxidagao de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), o que estimula a internalizacao de colesterol nos macréfagos,
0s quais, consequentemente, se convertem em células espumosas
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

As complicagdes cardiovasculares, tais como: o infarto do miocérdio, o
derrame cerebral, a ulceragdo nervosa, e a isquemia com injuria por
reperfusdo, parecem estar associadas com a ativagdo de fagocitos na
microcirculagdo e producdao de ERO (MAZZONI e SCHMIDT-SHONBERN,
1996). A injaria por refusdo € um dano provocado apds a restauragédo da
circulacdo em uma é&rea isquémica, tal injaria é atribuida as EROs que sao
produzidas por neutréfilos no sitio da lesdo. (BALBIOR, 2000).

Dentre os processos pulmonares associados as ERO estdo: lesao
consequente do tabagismo, asma, enfisema, displasia broncopulmonar,
pneumoconiose e toxicidade a farmacos ou xenobibticos, os quais sao
bleomicina, paraquat e butilidroxitolueno, (BAST et al., 1991; BOVERIS et al.,
1986). As pesquisas ja mostraram que ap6s a chegada dos neutréfilos no

intersticio pulmonar, a ativagao dessas células gera o radical anion superoxido,
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que lesa diretamente a membrana das células intersticiais e do endotélio e,
como consequéncia, ocorre lesdo tissular progressiva, pois 0 neutréfilo ativado
também libera enzimas proteoliticas que degradam a elastina do arcabouco
pulmonar (SEOW et al., 1994; CRYSTAL, 1991). Ha fortes indicios de que a
formacdo do edema pulmonar seja resultante da producdo exagerada de
peroxido de hidrogénio, radical hidroxil e superdéxido pelos neutréfilos
(BOVERIS et al., 1986).

Estudos mostraram que ha determinadas doencas relacionadas ao
habito de fumar com o aumento dos neutrofilos e macrofagos em tabagistas.
Nos pulmdo normal os macréfagos sado células residentes enquanto os
neutréfilos sdo praticamente inexistentes. Entretanto, em individuos fumantes
existe um grande aumento no numero dessas células e com alteragcbes
morfoldgicas, que podem ser as responsaveis pela bronquite crénica e o
enfisema (REPINE et al., 1997).

O acumulo de eosindfilos e neutréfilos nas vias aéreas promovem danos
tissulares, exemplo disse € a asma, assim, a concentracdo de peroxidases
eosinofilica (principalmente) e neutrofilica encontram-se aumentada nos fluidos
broncoalveolares de asmaticos; essas duas células polimorfonucleares, geram
diferentes oxidantes que participam dos danos tissulares nas vias aéreas

(REPINE et al., 1997).

1.5 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo compostos que impedem ou diminuem a oxidagao
de outras moléculas, inibindo a iniciacdo ou a propagacao de reagbes de

oxidacao (VELIOGLU, 1998). Entre eles estdo os compostos fendlicos que sao
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antioxidantes primarios e agem como sequestradores de radicais livres e
bloqueadores de reacbes em cadeia. Eles estdo largamente distribuidos na
natureza, com destaque aos derivados dos acidos benzoicos e cinamico, bem
como os flavonéides (DEGASPARI, 2004).

Uma ampla definicio de antioxidante é “qualquer substancia que,
presente em baixas concentracées quando comparada a do substrato oxidavel,
atrasa ou inibe a oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (SIES, 1993).
Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos; a
formacao de espécies reativas e radicais livres € equilibrada naturalmente pela
existéncia de compostos conhecidos como antioxidantes (SIES, 1993).

Eles podem ser classificados como enzimaticos ou ndo enzimaticos,
conforme a estrutura do agente antioxidante. Ainda conforme a acao sobre os
radicais livres, o antioxidante pode ser considerado “scavenger’, quando ele
age transformando um radical livre em outro menos reativo, quando consegue
neutralizar completamente o radical livre através da absor¢édo de toda a energia
de excitacdo. (EVELSON, P. A. et al., 2002).

Os alimentos antioxidantes desempenham um papel importante
protegendo a saude. Evidéncias sugerem que esses reduzem o risco de
doencas crdnicas, incluindo cancer e doengas cardiacas. As fontes primarias
sao 0s graos, frutas, vegetais e frutas (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL,; et al.,
1994; WEIJL; et al., 1997).

A utilizagcdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem

ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
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medicina, sendo que muitas vezes 0s préprios medicamentos aumentam a
geracgao intracelular desses radicais (DOROSHOW, 2009; HALLIWELL; et al.,
1994; WEIJL; et al., 1997).

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes 6xido-
redutores (como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. As ERO, séo
geradas endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do O
(ROSS e MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula possui um sistema de
defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por glutationa
reduzida (GSH), superéxido-desmutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase
(GSH-Rd) e pela e vitamina E. A outra linha de defesa tem a fungéo de reparar
a lesédo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-
redutase (GSH-Rd) epla GSH-Px, entre outros. Com excecdo da vitamina E,
que € um antioxidante estrutural da membrana, maior parte dos agentes
antioxidantes esta no meio intracelular (ROSS e MOLDEUS, 1991; HEBBEL,
1986).

A prevencdo as doencas tem sido aceita como a maneira mais
promissora de se controlar patologias. O consumo de frutas e vegetais auxiliam
na prevencao de processos degenerativos diminuindo a incidéncia e a taxa de
mortalidade por cancer ou doencas cardiovasculares por exemplo. A prevencao
que as frutas e os vegetais promovem contra estas patologias tem sido
atribuidas a acdo de antioxidantes presentes nestes alimentos (YEN et al.,
2001).

As plantas medicinais no contexto geral desempenham um papel muito

importante em saude publica, principalmente em paises em desenvolvimento
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(MOSSI et al, 2004). Extratos de frutas, cereais, e de diferentes vegetais, e
seus produtos derivados, tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em
diferentes sistemas modelos (SUN e HO, 2005). A atividade de compostos
antioxidantes de compostos organicos € dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de
grupamentos fendlicos. Desta forma, flavondides, fenilpropanéides e outros
compostos aromaticos sao os principais alvos da busca por antioxidantes (SUN
e HO, 2005).

Os antioxidantes sédo capazes de interceptar os radicais livres gerados
pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os
lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacado dos acidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacéao de lesdes e perda da
integridade celular (DOROSHOW, 2009; HALLIWELL; et al., 1994; WEIJL, et
al., 1997).

Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os
flavonoides e carotendides sao extremamente importantes na intercepgao dos
radicais livres (EVELSON, P. A. et al., 2002).

Outro mecanismo de protecdo € o reparo das lesGes causadas pelos
radicais. Esse processo esta relacionado com a remogao de danos da molécula
de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas (EVELSON,
P. A. et al., 2002).

Em algumas situacées pode ocorrer uma adaptacao do organismo em
resposta a geragcdo desses radicais com o0 aumento da sintese de enzimas
antioxidantes, o controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células €&

extremamente importante para a sobrevivéncia no ambiente aerébico (SUN e
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HO, 2005). Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a
superéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com 0s
compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo
(SUN e HO, 2005).

O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E é freqlentemente
mencionado na literatura, mostrando que a interacdo dessas vitaminas &
efetiva na inibicdo da peroxidacdo dos lipideos da membrana e na protegéo do
DNA (HALLIWELL; et al., 1994).

A importéncia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo
depende dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como séo
gerados esses radicais; andlise e métodos para a identificacdo dos danos, e
doses ideais para obter protecdo, assim, é perfeitamente possivel que um
antioxidante atue como protetor em determinado sistema, mas que falhe na
prote¢do, ou mesmo que aumente as lesdes induzidas em outros sistemas, ou

tecidos (Halliwell et al., 1995).

1.6 FENOIS E FLAVONOIDES

Compostos polifendlicos sdo importantes constituintes dietéticos, em
virtude da sua elevada capacidade antioxidante, atribuida a sua habilidade
em complexar ions metdlicos, inativar reagdes radicalares em sistemas
deslipidados, e prevenir conversdao de hidroperoxido em oxirradicais reativos
(DIMITRIOS, 2006).

Os flavonéides sdo constituintes essenciais de células de vegetais

superiores, nos quais apresentam diferentes fungdes tais como atividades
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regulatérias no metabolismo celular através de diferentes mecanismos como a
acao conjunta com hormoénios reguladores do crescimento ou agao sobre o
transporte de elétrons no processo bioldgico de fosforilacdo oxidativa. Esses
podem ser encontrados na forma de simples moléculas fendlicas até
compostos altamente polimerizados, possuindo propriedades antioxidantes; os
beneficios do consumo de frutas e outros vegetais é geralmente atribuido mais
aos compostos flavondides, do que aos outros conhecidos nutrientes,
possuindo propriedades antiinflamatérias, antitrombéticas, antimicrobianas,
antialérgicas e antitumorais (MARCUCCI, 1998).

Mais de cinco mil compostos flavonéides que ocorrem na natureza foram
descritos e classificados a partir de sua estrutura quimica. Subdividem-se nos
grupos: flavanas, flavanonas, flavondis, isoflavonas e antocianinas.
(MARCUCCI, 1998).

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de compostos fendlicos
de baixo peso molecular, derivados de benzo-g-pironas (HEIM et al., 2002). Os
flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, constituem
uma importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia entre
os metabdlitos secundarios de vegetais. Entretanto esta definicdo levando em
conta somente a estrutura quimica ndo € apropriada, uma vez que existem
compostos contendo hidroxilas fendlicas, que fazem parte de outras classes de
metabdlitos. Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe
de compostos e amplamente distribuida no reino vegetal (SIMOES, 2004). As
principais categorias estruturais gerais sdo as flavonas, as flavanonas, os

flavondis, as antocianidinas e as isoflavonas, em alguns casos o anel
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heterociclico de seis membros é substituidos por um anel de cinco (auronas)
ou aparece uma forma isomérica de cadeia aberta (chalconas). (ROBBERS,
1997).

Os flavonoides apresentam propensao em inibir radicais livres devido
suas estruturas quimicas, baseadas em seu nucleos, posicdes e tipos de
substituintes que influenciam na atividade antioxidante (HEIM et al., 2002).
Sao conhecidos por exercerem uma infinidade de propriedades bioldgicas
como antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria, analgésica e antillcera
(SIMOES, 20083).

Os flavono6ides de origem natural apresentam-se, frequentemente,
oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com agucares. Os
encontrados nas folhas dos vegetais podem ser diferentes daquelas presentes
nas flores, nos caule, raizes ou frutos, 0 mesmo composto ainda ocorre em
diferentes concentragdes, dependendo do 6rgao vegetal em que se encontra

(SIMOES, 2003).
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Illl — Objetivos

“Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina”
Cora Coralina
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Visando-se que o0 uso de substéncias contidas na alimentagéo,
principalmente nas frutas, vem aumentando gradativamente seu emprego na
linha terapéutica; o objetivo desse estudo serda avaliar a capacidade

antioxidante das frutas exéticas tropicais mediante a ensaios quimicos;

A proposta de estudo do presente trabalho:
i) Estudar a acao antioxidante das amostras de frutas, tragando um perfil
de acdo sobre diferentes espécies reativas como HOCI, H.O, , O," e
ensaios quimicos padrdes para deteccao do potencial antioxidante como
ABTS e DPPH;
i) Estudar a interferéncia das amostras em processos celulares,
(hemdlise e citotoxicidade).
iii) Determinar os valores de ICsy (concentracdo que inibe em 50% a
acao das espécies reativas nos sistemas estudados e/ou sequestra 50% da
mesma nesses sistemas) através da constru¢do de curvas dose-resposta, e

interpolacdo dos dados a partir da inibicado de 50%).
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IV — Materiais e Métodos

“O prazer no trabalho aperfeicoa a obra.”

(Aristoteles)
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Para o estudo do potencial antioxidante de frutas exdticas tropicais,
foram utilizadas amostras - frutas fornecidas e selecionadas em conjunto com o
Prof. Ant6nio Baldo Geraldo Martins, do Departamento de Produgao Vegetal —
Horticultura — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
UNESP/Jaboticabal — SP.

Na tabela 2 pode-se verificar a relacao das frutas objeto de estudo com
suas especificagdes botanica e classificagao etioldgica.

Para que se alcance os objetivos estabelecidos, o estudo bioquimico foi
realizado em sistemas quimicos (ndo enzimaticos), e processos celulares.
Todos os ensaios espectrofotométricos foram realizados em espectrofotdmetro

UV/VIS de placas Biotek - Power wave XS2.
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Tabela - Frutas, especificacdes botanicas e classificagao etioldgica.

NOME

Araca

Atemoia
Bunchosia
Caja-manga
Canistel

Carissa
Falso-mangostao
Jambo-Vermelho
Jatoba

Jenipapo

Jujuba
Mangostéo
Massala

Pitaya

e As frutas,

FAMILIA

Myrtaceae
Annonaceae
Malpighiaceae
Apocynaceae
Saponaceae
Apocynaceae
Guttiferae
Myrtaceae
Hymenaea courbaril L.
Rubiaceae
Ziziphus jujuba
Garcinia
Loganiacea

Cactaceae

ESPECIE

Psidium cattleianum
Annona atemoya Mabb
Bunchosia armeniaca
Spondias mongifera
Pouteria campechiana
Carissa grandiflora A.D.C.
Garcinia xanthochymus
Syzygium malaccense
Caesalpiniacea

Genipa americana
Rhamnaceae

Guttiferae mangostana L.
Strychnus Spinosa

Hylocereus undatus

IV.1 EXTRACAO DA POLPA DAS FRUTAS

obtidas em estagio de maturacdo comercial, foram

higienizada, sua polpa picada, e posteriormente separou-se porcdes de

30g da polpa, de cada fruta individualmente. Para cada 30g foram

adicionados 100mL de Tampéo Fosfato de Soédio 50 mM pH = 7,0,

sendo essa mistura da fruta com o tampdo homogeneizados em no

liquidificador por 10 minutos;



79

e Ap6s a fruta batida realizou-se o tempo de extracdo da fruta sob
agitacao e banho de gelo, por 15 minutos;

O suco de fruta formado foi colocado em tubo falcon e centrifugado por

10 minutos a 4500 rpm.O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi

reservado para posterior estudos cinéticos. Os ensaios foram realizados em

espestrofotdmetro de microplaca Biotek® (modelo Power Wave XS2).

IV.2 ACAO SOBRE RADICAIS LIVRES E ESPECIES

REATIVAS DE OXIGENIO NAO RADICALARES

Esses ensaios foram realizados para a determinagdo da capacidade

antioxidante de cada amostra em estudo.

IV.2.1 ENSAIO PADRAO COM O RADICAL DPPH

O DPPH, 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (figura 30; radical estavel)- foi
dissolvido em etanol e utilizado nos ensaios em concentragcdo de 60uM. O
ensaio foi realizado segundo Soares; et al; (1997), observando-se o
decréscimo da absorbancia em 531 nm, apds 15 minutos de incubacdo na

presenga de uma amostra.
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1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radicaly

Figura 30 — Estrutura molecular do DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazina)
Fonte: www.commons.wikimedia.org/wiki/File:DPPH.png

IV.2.2 ENSAIO PADRAO COM O CATION RADICAL ABTS*

O radical catibnico do ABTS (Figura 31; [2,2-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] - é utilizado para avaliar as habilidades
dos flavondides e agentes fendlicos como scavengers de radicais livres
(PELLEGRINI; et al., 1999). O ABTS™ é um radical gerado pela reagéo entre
os sais ABTS e persulfato de potassio (Figura 32; PELLEGRINI; et al., 1999). O
ensaio foi realizado segundo Pellegrini et al. (1999), observando-se o
decréscimo da absorbancia em 734 nm, apés 30 minutos de incubacdo na

presenca de um antioxidante .
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Figura 31 — Estrutura molecular do ABTS [2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)]
Fonte: www.commons.wikimedia.org/wiki/File:ABTS.png
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Figura 32 — Oxidacéo do ABTS pelo K»S,0s.

Fonte: www.commons.wikimedia.org/wiki/File:ABTS.png

IV. 2.3 ATIVIDADE SCAVENGER de H,0, (PEROXIDO DE

A acdo sequestradora de HzO. (Figura 33; &s30nm = 80 M' cm

HIDROGENIO)

1

BRESTEL, 1985) foi avaliada através da oxidagédo do acido 5-tio-2nitrobenzdico

(Figura 34; TNB) - que foi preparado a partir do acido 5-5’-ditio 2-nitrobenzéico

(Figura 35; DTNB) - segundo Ching; et al. 1994, sua concentracado foi

determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extincao

molar em 412 nm (13600 M".cm™).

0—0

\

H

Figura 33 - Estnaua malecular do 4 C
Fonte: www o deme blegaliza.org 200604

NO

HS COCH
TNB

Figurz 34 - Estnum@ molecular do OTHE
Foste: www odema blogaliza org 200004

Figura 35 - Estntura molecular <o THE
Forte wour o dema blogaliza.ong 200604
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IV. 2.4 ATIVIDADE SCAVENGER de HOCI (ACIDO

HIPOCLOROSO)

Determinou-se as concentragdes para o HOCI (350 M".cm™ em 295 nm:;
ZGLICZYNSKI; et al., 1971). As reacOes foram efetuadas em tampao fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,4 a 25°C (qg.s.p. volume final da reagdo = 1 mL).

Procedeu-se a incubagcdo de 10 min. das amostras com HOCI (30uM) e
mais 5 min. apos adi¢do do 3,5,3',5'-Tetrametilbenzidina (Figura 36; TMB) - (2,8
mM). A leitura foi feita em 652 nm. A concentracdo solugcdo de HOCI foi
determinada espectrofotometricamente, através do seu coeficiente de extingao

molar em 292 nm (350 M ¢cm '; ZGLICZYNSKI; et al.;1971).

Figura 36 — TMB (3,5,3',5"-Tetrametilbenzidina)
Fonte: www.odemo.blogaliza.org/2006/04/TMB.png

IV. 2.5 ENSAIO COM O O, -

O ensaio foi realizado em solugao de pirofosfato de sédio (25 mM, pH
8,3), segundo (KAKKAR et al; 1984). Neste sistema o anion superoxido é
gerado pela reacdo entre metassulfato de fenazina e NADH. O &nion
superdéxido reage com o NBT para formar uma formazana. A intensidade de cor
é diretamente proporcional a concentragao do radical (KAKKAR et al., 1984). A

intensidade de cor da mistura é determinada em 560 nm.
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IV. 3-SEPARAGAO DE PROTEINAS

O ensaio utilizado para separacdo de proteinas das amostras foi
proposto, para separar dos compostos fendlicos e os flavondides, por que
essas interferem na dosagem de fendis e flavondides totais da amostra.
Amostras de polpa de fruta foram eluidas em uma coluna de Sephadex — G25,
para a separacao das proteinas.

A coleta foi monitorada coletando-se fracdes de 2mL por tubo de ensaio.
Os eluatos foram monitorados através de leitura de absorbancia a 280nm
(proteina). As fracdes contendo proteina foram descartadas, e as demais foram

juntadas e analisadas quanto ao conteudo de fendis e flavondides totais.

IV. 4 —- DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras foi
realizado por meio do espectrofotometria na regido visivel utilizando o método
de Folin-Ciocalteu com modificacdes (JAYAPRAKASHA et al.; SINGH et al.,
2001).

Para a realizagdo do ensaio foi usado a metodologia segundo
JAYAPRAKASHA et al, 2001. O reagente de Folin-Ciocalteu (da Fluka) em
juncao da solugédo de Carbonato de Sodio — NA,CO3 (7,5%) (da Vetec.) com a
amostra (75 puL) em um mesmo meio reacional foi deixado por 30 min. de
incubacao; as absorbancias foram medidas a 735nm, seguindo o produto
formado.

A curva padrao pode ser feita ou com acido galico ou com &cido tanico,
para posterior finalizagcdo de resultados, usando como paramentro a curva

padrao.
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IV. 5 - DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES TOTAIS

Na presenca da amostra com cloreto de aluminio a 2% em EtOH (AICl3)
e Acetato de Sdodio 0,1 M, onde essa se complexa com os flavondides formou-
se um cromogeno que apresentou absor¢ao maxima em 425 nm (MARCUCCI

et al., 1998).

IV.6 — ESTUDO COM SISTEMAS CELULARES “EX

VIVO” - HEMOLISE

IV. 6.1 TOXICIDADE SOBRE ERITROCITOS - HEMOLISE

A capacidade hemolitica ou ndo das frutas foi estudada através da
liberacdo da hemoglobina presente dentro dos eritrécitos (VISSERS et al,
1998). A hemoglobina foi medida pela leitura da absorbancia em 414nm. Essa
leitura foi efetuada no sobrenadante da suspensao de células a 5% em tampao
fosfato de s6dio 10mM pH7,4 ap6s a incubagao por 4 horas a 37°C.

Os eritrécitos foram obtidos a partir do sangue total coletado em tubo a
vacuo contendo EDTA. Essas células foram lavadas com tampao PBS (10mM

de fosfato de sédio e 154mM de NaCl pH7,4).

IV. 6.2 TOXICIDADE SOBRE OS ERITROCITOS DIANTE AO

RADICAL HOCI.

A capacidade de protecao das frutas e seus derivados frente a hemolise

provocada pelo radical HOCI foi estudada através da liberagdo da hemoglobina
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presente dentro dos eritrécitos. A liberacdo da hemoglobina foi media pela
leitura de absorbéancia em 414nm apds 4 horas de incubagéo a 37°C.

A capacidade de protecdo das amostras frente a hemdlise provocada
pelo radical HOCI foi estudada através da liberagcdo da hemoglobina presente
dentro dos eritrécitos (VISSERS et al., 1994). A liberagdo da hemoglobina foi
medida pela leitura de absorbancia em 414nm (sobrenadante da suspensao —
eritrocitos 5%; tampao fosfato de sdédio 10Mm/NaCl 150 mM, pH 7,4) apos 4

horas de incubacéo a 37°C.

IV. 7 — DESCARTE DE RESIDUOS

No caso de geracdo de residuo toxico, este deve ser descartado de
acordo com o planejamento de gerenciamento de residuos organizado pela
Coordenadoria de Analises Clinicas e Hemoterapias (CACH) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP de acordo com a RDC
nimero 306 de 7 de dezembro de 2004 a qual se trata do Regulamento
Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servico de Saude.

Assim sendo, residuos quimicos nao toxicos foram descartados na pia
sob agua abundante. No caso de material perfurocortantes (exemplo agulhas),
estes foram descartados em recipientes de papeldao ou plastico rigidos com
identificacao. Residuos quimicos toxicos serao armazenados em recipientes de

plastico que nao reaja com a substancia ali contida com identificagao.



86

IV. 8 — ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos serdo feitos em ftriplicatas (n=3) e as analises
estatisticas serao realizadas pelo ANOVA onde se estabelece o nivel de

significancia como # p < 0,05.
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V — Resultados e Discussao

"O que eu espero senhores, € que depois de um razoavel periodo de
discusséao, todo mundo concorde comigo."
(Winston Churchill)
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As amostras de frutas foram estudadas frente as espécies reativas de

oxigénio e radicais padrbes objetos deste trabalho.

V.1 — AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

No presente estudo identificou-se em ensaios modelos (em triplicata
todos os ensaios), a capacidade de antioxidacdo de radicais e espécies

reativas de oxigénio através das amostras (frutas tropicais e exoéticas).

V.1.1 — AVALIACAO SOBRE O RADICAL DPPH

O DPPH € um radical padrao estavel muito utilizado em estudos sobre
acao antioxidante. Apresenta pico maximo de absor¢cdo em 531nm, o qual

trata-se do comprimento de onda utilizado para avaliar a agdo das amostras.

Frutas

IC,, em L do ensaio de DPPH das Frutas Tropicais e Excticas

Grafico 1 — ICs, do efeito de captura sobre o radical DPPH (60uM) pelas amostras em

etanol absoluto com incubagdo de 15 minutos; A=531nm.
* p< 0,001 da Jujuba com relagdo a todas as amostras.
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Tabela 3 - % de ICso do Ensaio de DPPH das Frutas Tropicais e Exéticas

Pitaya 17,5 0,43589
Canistel 18,35333 0,05033
Araga 23,95333 0,05033
Jatoba 27,73333 0,15144
Massala 28,84667 0,13317
Mangostao 31,27 0,28054
Carissa 33,51667 0,16073
Atemdia 33,59 0,04583
Bunchésia 37,57667 0,36828
Jambo-Vermelho 37,80667 0,20599
Jenipapo 38,78333 0,18931
Falso-Mangostao 40,79333 0,12342
Caja-Manga 42,53 0,09539
Jujuba 61 1

Todas as amostram mostraram bom potencial antioxidante, contudo as
frutas que mostraram melhor potencial sequestrando o radical DPPH, foram
pitaya (ICs017,20%), canistel (1C5017,30%) e Araca (ICso 23,95%) mostrando
que os ICsp dessas foram menores que o 1Cso da Jujuba (ICsp 61%) — fruta que
mostrou menor potencial antioxidante diante as outras. Todas as amostras

atingiram o ICso do ensaio padrdao de DPPH.

V.1.2- AVALIACAO SOBRE O ABTS

Nesse sistema padrédo, o radical é gerado pela reacdo do ABTS com
persulfato de potassio, o tempo de reagdo é de 15 min ao abrigo da luz; o
radical gerado apresenta o maior pico de absorcdo em 734 nm, comprimento

de onda utilizado no ensaio.



Jenipapo
Bunchésia
Araga
Pitaya
Araca
Mangostéo
Canistel
Jujuba
Massala
Ateméia
Jambo-Vermelho
Jatoba
Caja-Manga
Carissa

Frutas

IC,, do ensaio de ABTS das Frutas Tropicais e Exdticas

Grafico 2 - Inibicdo do radical ABTS™ em tampéao fosfato de s6dio 10 mM pH 7,4;

incubacédo por 30 minutos. A = 734nm.

*p< 0,001 da Carissa com relacdo a todas as amostras.

40

1
50

ABTS

Tabela 4 — ICsodo Ensaio de ABTS das Frutas Tropicais e Exéticas

Jenipapo 11,42667 0,31342
Bunchésia 12,29667 0,88218
Araca 14,05614 2,36094
Araca 14,05667 2,37018
Pitaya 14,57667 0,91029
Mangostao 14,85667 1,12296
Canistel 15,03 0,45902
Jujuba 15,36667 0,23714
Massala 15,50333 0,40649
Atemoia 15,54333 1,38655
Jambo-Vermelho 16,33667 0,37581
Jatoba 17,23667 0,25384
Caja-Manga 17,92333 0,24111
Carissa 18,59 0,27731

90

Houve diferenga significativa estatisticamente entre todas as amostras

quando comparadas a Carissa.
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Os resultados obtidos (grafico 2) no ensaio padrio com o ABTS™

demonstraram que as frutas utilizadas nos testes apresentaram excelente
atividade antioxidante ressaltando as seguintes frutas Jenipapo (11,42%),
Bunchésia (12,29%) e Araca (14,05%) onde os ICsq foram menores com
relacdo a Carissa que teve o menor desempenho com relagdo as outras
amostras. As frutas mostraram-se entdo com uma excelente atividade
antioxidante diante ao ensaio padrao, obtendo-se 1Csy, para todas as amostras,

inclusive a de menor desempenho Carissa.

V.1.3 — AVALIACAO SCAVENGER DE H,0,

A interferéncia das amostras na oxidacdo do TNB pelo peréxido de
hidrogénio também foi estudada. O peréxido de hidrogénio, assim como o
acido hipocloroso, oxida o DTNB a TNB com queda da absorbancia em 412

nm.

HO

Canistel |

Jujuba T
Bunchosia |
Jambo-Vermelho |
Mangostdo T
Atemoia |

I
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1
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Frutas

Carissa

Jenipapo T

Araga [

Falso-Mangostdo T

Jatoba |

Caja-Manga
Massala

i+

}_¢

0 20 40 60 80 100 120

IC,, do Ensaio de H,0, das Frutas Tropicais e Exdticas

Grafico 3 - Inibicao do radical H,O, em tampao fosfato de s6dio 10 mM pH 7,4;
incubacé&o por 30 minutos. A = 734nm.
* p< 0,001 para da Massala com relagdo a todas as amostras.
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Por uma reacédo de oxidagdo mais lenta do que a observada com o
HOCI, avaliou-se o tempo de incubagdo necessario para que nao houvesse
mais variacdo de absorbéancia, sendo o tempo de incubagao de 2 horas e 30

minutos.

Tabela 5 — Valoes de 1Csodo Ensaio com H»>O, na presenca da Frutas

Tropicais e Exéticas selecionadas.

Frutas 1Cso Desvio Padrao
(%)
Canistel 17,5 0,722
Jujuba 23,1 2,31093
Bunchdsia 29,8 0,56359
Jambo-Vermelho 30,5 0,66731
Mangostao 35,7 0,83008
Atemoéia 37,6 1,02569
Pitaya 38,4 0,82928
Carissa 46,0 0,51733
Jenipapo 46,4 1,71097
Araga 50,5 0,66463
Falso-Mangostao 51,0 1,28207
Jatoba 51,3 2,02367
Caja-Manga 54,6 4,69119
Massala 64,6 4,75689

Os resultados obtidos (gréafico 3) nos ensaios com o H,O, demonstraram
que as frutas, objeto do estudo, apresentaram bom parametro de atividade
antioxidante com relacdo a Massala. As frutas que apresentaram menores [Csg
que mostraram melhor resultado de inibicdo foram Canistel (17,47%), Jujuba

(23,06%) e Bunchosia (29,79%).

Pelo ja exposto, procurou-se durante o ensaio observar a formagéao de
bolhas na parede da placa, visto a possibilidade da presenca de catalase no

suco da fruta em estudo. Pois, a catalase poderia estar intervindo no resultado
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final, decompondo a espécia reativa H»O5, resultando no final um maior valor
de inibicdo. Nao houve a formacéao de bolhas, isso pode ser indicativo de nao
atuacdo da catalase no meio reacional e,portanto, indicando assim que a
amostra de suco de fruta é responsavel pelo valor de ICsy determinado

experimentalmente.

V.1.4 — AVALIACAO SOBRE O HOCI
A acdo das amostras sobre o acido hipocloroso, HOCI, foi avaliada

através do ensaio de oxidagao do DTNB a TNB com queda da absorbancia em

655 nm, com um tempo de incubacao do meio reacional de 15 minutos.

HOCL

Araca :|< *
Carissa :h *
Massala “:F*
Canistel :h *
Jatoba [T )+
Jenipapo :|4 *
b [ g
Gt Manga [ T T
Falso-Mangostao -:Iu
Piaya [ .
Jambo-Vermelho : "
Atemoia | b
Bunchésia | i+
Mangostso | )

Frutas

-—r 77T
0 20 40 60 80

IC,, do Ensaio de HOCI das Frutas Tropicais e Exdticas

Grafico 4 — ICs, do efeito de captura sobre o HOCI; tampao
fosfato de sddio 50mM ph7,4; TMB 2,8mM,;

incubacao de 10 minutos e revelacdo com TMB; leituras a 652nm.
* p< 0,001 do Mangostéao .
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Tabela 6 — IC5,do Ensaio de HOCL das Frutas Tropicais e Exéticas

Araga 8,7 0,26458
Carissa 12,84 0,65207
Massala 16,01 0,54525
Canistel 16,69667 0,62405
Jatoba 16,75667 0,39273
Jenipapo 17,57667 0,29671
Jujuba 21,1 0,23643
Caja-Manga 26,35333 0,87506
Falso-Mangostao 27,88 0,34117
Pitaya 29,69667 0,50063
Jambo-Vermelho 30,9 0,78581
Atemoia 68,43333 0,55537
Bunchésia 82,48 0,50121
Mangostao 82,92667 0,16166

Os dados obtidos mostram eficiente a atividade antioxidante da maioria
das amostras, quando comparadas a fruta com maior valor de ICso Nesse caso
O Mangostao (IC50=82,9%). Destacam-se as frutas de Araga (8,7%), Carissa
(12,84%), Massala (16,01%) e Canistel (16,69%), que apresentaram melhor
acao antioxidante dentre as outras, pois os ICso dessas foram menores; ja as
frutas mangostdao (IC5,=82,9%), buchésia (IC50=82,5) e atemoéia (IC50=68,4)
tiveram os ICso, BEM mais alto, mostrando que diante a essa espécie reativa de
oxigénio sao pouco eficazes, pois necessitam de maior concentracao para ter o
mesmo efeito de araca (IC50=8,7).

Todas as amostras mostraram diferenca estatistica com relagdo ao

Mangostéo (fruta de menor potencial antioxidante nesse caso).
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V.1.5 — AVALIACAO SOBRE O ENSAIO DE ANION
SUPEROXIDO

No sistema gerador de anion superéxido, esta espécie é gerada pela
reacao entre NADH e metassulfato de fenzina (PMS). O anion superéxido
produzido é revelado em solugao pela reacao com o sal de tetrazélio (NBT)

gerando como produto formazana com maximo de absorbancia em 560 nm.

ANION SUPEROXIDO

Bunchésia
Canistel
Jambo-Vermelho
Carissa
Caja-Manga
Pitaya

Jenipapo

Jujuba

Massala
Falso-Mangostao
Ateméia

Araca

Jatob4
Mangostao

Frutas

T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

IC,, do ensaio de Anion Superéxido das Frutas Tropicais e Exdticas

Grafico 5 — IG5, do efeito de captura sobre o radical superéxido em meio reacional
com tampao pirofosfato de sodio 25mM pH8,3, NBT 90uM, NADH 116 pM, PMS 15
UM. Incubacdo de 2 minutos e adicdo de &cido acético 5% e 10 minutos de
incubacédo. A = 560nml

* p< 0,001 do Mangostao em relagao a todas as amostras.

Nesse ensaio (grafico 5) todas as amostras atingiram também o ICsg
esperado. Ressalta-se as amostras Bunchésia (25,13%), Canistel (27,96%) e
Jambo Vermelho (30,49%) que obtiveram os melhores poteciais antioxidantes
diante as outras amostras, quando comparadas ao Mangostao que teve o

menor ICs de todas, porém todas as frutas atingiram o ICs no ensaio.
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Tabela 7 — ICspdo Ensaio de O, *~ das Frutas Tropicais e Exéticas

Bunchésia 25,13333 0,995
Canistel 27,96 0,98061
Jambo-Vermelho 30,49 0,66731
Carissa 32,50667 0,9711
Caja-Manga 34,73333 0,41199
Pitaya 38,08333 1,38182
Jenipapo 60,01 0,97216
Jujuba 60,29667 0,77358
Massala 62,27333 0,74568
Falso-Mangostao 67,37666 2,08869
Atemoia 94,54333 0,56074
Araga 126,1433 1,79054
Jatoba 130,41 0,73321
Mangostao 168,03 1,29225
Jatoba 130,41 0,73321
Araga 126,1433 1,79054

Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas, tem
sido observada leséo biolégica secundéaria na presenca de sistemas geradores
do Oz seja enzimatico, fagocitico ou quimico (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

1990).

V.1.6 — SEPARAGCAO DE PROTEINAS

Esse procedimento foi realizado para separar proteina de fendis e
flavondides, por que o0s reagentes usados nesses ensaios, interferem
primeiramente nas proteinas e depois nos outros constituintes, portanto,
separadas as proteinas sobrardo apenas 0 que interessa na amostra como
fenois e flavondides totais, podendo ser dosadas sem a intervencédo dessas,
segue abaixo um exemplo de separacdo através da eluicido em coluna

Sephadex- G25.
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Grafico 6 — Separagao de Proteinas através da coluna “Sephadex G25”

V.1.7 - DETERMINAGCAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacao de Fendis Totais foi realizada usando a técnica de Folin

— Ciocateau segundo (DIMITRIOS, 2006), com onda espectrofotmétrica de 735
nm, averiguando a sua capacidade antioxidante, atribuida a sua capacidade
em complexar ions metalicos, inativar reacoes radicalares e etc. (DIMITRIOS,
2006). Para o preparo da curva padrao foi usado: acido galico dissolvido em

etanol 98%.
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Curva Padrao
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Grafico 7 — Curva Padréo de Fenois Totais — Acido Galico [ug/mL]

Fenois Totais

Bunchésia
Jenipapo

Araca
Jambo-Vermelho
Pitaya

Jujuba
Caja-Manga

Canistel

FRUTAS

Falso-Mangostdo
Mangostéo
Atemdia

Massala

Jatob4

[ ] de Fenois Totais em 75 uL

Grafico 8 — [ ] de Fendis Totais (ug/mL) em 75 uL de Amostra no meio reacional do
reagente de Folin-Ciocalteu, adicionado logo em seguida Carbonato de Soédio
(NA:CO3) . A =735 nm

* P< 0,001 do Jatoba em relagédo a todas as amostras.
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Tabela 8 — [ ] dos Fendis Totais das Frutas Tropicais e Exoticas

Bunchésia 11,58333 0,41667
Jenipapo 12,91667 0,08333
Araga 13,08333 0,41667
Jambo-Vermelho 13,41667 1,25
Pitaya 13,58333 0,91667
Jujuba 13,83333 0,16667
Caja-Manga 13,91667 1,25
Canistel 15,83333 0,33333
Falso-Mangostao 16,75 0,25
Mangostao 18,75 0,25
Atemdia 20,16667 0,66667
Massala 21,66667 0,16667
Jatoba 25,75 2,91667

Foi realizado um ensaio para a determinagdo da concentracéo de fendis
totais nas amostras em estudo, e como mostra nosso gréafico e tabela, as frutas
que se comportaram melhor obtendo o maior numero de fendis em sua
composicao foram as seguinte: Bunchosia (11,58%), Jenipapo (12,91%) e
Araca (13,08%), contudo, todas apresentaram uma boa concentracao de fendis

totais sendo um bom parametro para o alimento.

5.1.8 —- DETERMINACAO DE FLAVONONOIDES TOTAIS

Para a determinacdo de Flavonodides totais foi usado a técnica de
MARCUCCI, 1998, para determinar a quantidade de flavonoides presente em
75 ul de cada amostra; o cloreto de aluminio (AICl3) na presenca do acetato de
so6dio reage com os flavonéides formando um cromdgeno que apresenta

absorcdo maxima a 425 nm.
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Grafico 9 — Curva analitica de quercetina (flavonéide)

Flavonoides Totais
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Grafico 10 — Teor de Flavondides Totais (mg/mL) em 75 uL de Amostra
no meio reacional de Cloreto de Aluminio e acetato de sédio. A = 425 nm
* p< 0,001 da Carissa em relagéo a todas as amostras.



Tabela 9 — Teor de flavondides Totais em 75 L das Frutas Tropicais e

Exoticas

Frutas

Bunchésia
Jenipapo

Araca
Jambo-Vermelho
Pitaya

Jujuba
Caja-Manga
Canistel
Falso-Mangostao
Mangostao
Atemdia

Massala

Jatoba

Carissa

Teor

(mg/mL)
8,55555

8,58543
8,66664
8,66666
8,66667
30,05555
32,38889
36,11111
37,11111
38,33334
38,55556
38,77778
42,38889
42,44444

Desvio Padrao

0,14699
0,12591
0,19245
0,19245
0,19245
0,92463
0,05556
0,33793
0,61864
0,16667
0,05556
0,30932
0,05556
0,05556
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Foi realizado um teste para a determinacdo da concentragdo de

flavonéides totais nas amostras em estudo, e como mostra nosso gréafico e

tabela, as frutas que se comportaram melhor obtendo o maior nimero de

flavonéides (comprovando assim a presenca de fendis nas amostras) em sua

composicao foram as seguinte: Bunchédsia (8,5%), Jenipapo (8,58%), Araca

(8,66%), e Jamboa-Vermelho (8,66%), contudo, todas apresentaram uma boa

concentracao de flavonoides totais sendo um bom parametro para o alimento,

mostrando que os alimentos s&o ricos em compostos antioxidantes, pois

compostos flavonoicos, sao antioxidantes.
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V.2 - ESTUDOS COM SISTEMAS CELULARES “EX
VIVOS”

V.2.1 - INTERACAO COM SISTEMAS CELULARES - HEMOLISE

Avaliou-se a citotoxicidade das amostras frente aos eritrécitos (série
vermelha do sangue humano). Essas células sdo suscetiveis a radicais livres e
outras ERO.

Os eritrécitos foram obtidos apds coleta de sangue total de pessoas
voluntéarias higidas (saudaveis). As amostras foram separadas do soro (ficando
apenas série vermelha) apés centrifugagcdo em 1500 rpm por 15 minutos. A
acao hemolitica dos compostos naturais foi estudada pela liberagcdo de
hemoglobina da células (VISSERS et al.,1998); a agdo dos compostos naturais
sobre a lise promovida pelo HOCI 100 uM em suspensao de eritrocitos 5%
(tampao fosfato de s6dio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 37°C) foi avaliada pela
liberacao de hemoglobina pelas células apds 4 horas de incubagéo através das

leituras das absorbancias em 414 nm.
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Induzida pelo HOCI. Meio reacional: HOCI 100 uM, suspensao de eritrécitos 5%; 4
horas de incubacéo; 370°C; tampao fosfato de sédio 10mM com NaCl 150mM, pH 7,4;

A-414 nm.

* p< 0,001 do Controle (4gua Milli-Q) em relagdo a todas as amostras.

Tabela 10 — ICso da Hemdlise das Frutas Tropicais e Exoticas

Mangostao 14,0521 0,09154
Carissa 14,36667 0,06173
Jenipapo 17,72 0,15535
Jambo-Vermelho 24,26 0,12055
Canistel 25,12 0,0611
Jujuba 27,87667 0,06333
Atemdia 31,33667 0,17033
Araga 39,61333 0,20019
Bunchdsia 48,15 0,0755
Falso Mangostao 48,36666 0,18559
Massala 71,63333 0,18559
Caja-Manga 86,06 0,05508
Jatoba 95,07 0,51791
Pitaya 99,33667 0,33168

Ja foi diretamente realizada a interagdo das amostras com os eritrécitos

na presenca do agente HOCI, vendo assim que as frutas ja obtiveram
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resultados benéficos onde mostraram-se com um bom potencial antioxidante,
ndao exercendo poder hemolitico, sequestrando bem a espécie reativa de
oxigénio; com enfoque para Mangostao (14,05%), Carissa (14,36%) e
Mangostao (17,72%), que apresentaram menores ICso mostrando uma melhor

resposta no ensaio.

V.3 - REFLEXAO SOBRE 0S DADOS COMO OBJETIVOS

PROPOSTOS

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tao
antiga quanto a civilizagdo humana e, por um longo periodo, minerais, produtos
vegetais e animais foram as principais fontes de substancias ativas (RATES,
2001). Durante milénios, o homem, empiricamente, aprofundou seus
conhecimentos visando a melhoria nas condi¢gdes de alimentacao e a cura de
suas enfermidades, demonstrando uma estreita inter-relacdo entre o uso das
plantas e sua evolugdo (SANTOS, 2006).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo € conhecida com precisao
tal a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhées de
espécies distintas de plantas, animais e micro-organismos (GUERRA e
NODARI, 2003).

Em relagdo a flora, esta é bastante diversificada, em toda a sua
extensdo, com vegetacdes de diferentes caracteristicas e com principios ativos
ainda desconhecidos. De um modo geral, as matas nativas sdo as maiores
representacoes das riquezas de espécies da flora brasileira (NAPOLITANO et

al., 2005).
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O Brasil, especialmente nas regides onde a biodiversidade ¢é
especialmente rica, é verificado um amplo conhecimento popular sobre plantas
medicinais. A busca de substancias naturais, de baixo custo e com menores
efeitos adversos, tem levado a um numero crescente de pesquisa nesta area
(NAPOLITANO et al., 2005).

Nesse sentido, a busca por opcbes terapéuticas para diferentes
patologias faz da pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opgdes de
moléculas com diferentes atividades biol6gicas. Por outro lado, devido ao
desconhecimento da possivel existéncia da acao toxica, bem como de sua
indicagao de uso adequada, as plantas medicinais sdo muitas vezes utilizadas
de forma incorreta, ndo produzindo o efeito desejado (FELFILI et al., 2002).

O termo radical livre refere-se a um &tomo ou molécula altamente
reativa, que contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletronica. E este ndo emparelhamento de elétrons da Ultima camada que
confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas (HALLIWELL, 1994).

Radical livre ndo é o Unico responsavel como potencial nos processos
patogénicos, de origem enddgena (intracelular) ou xenobiéticos. Em relagéao ao
oxigénio, tem-se espécies envolvidas nos processos danos/doencas que nao
sdo radicais livres. Por isso a denominagdo geral de ERO (FERREIRA &
MATSUBARA 1997).

A molécula de oxigénio é muito estavel em seu estado fundamental, mas
nao é estavel quando na forma de O,*, H,O,, *OH, por poluentes ambientais,
radiagdes ultra-violeta e pelas reducao parcial do O,. Essas ERO de oxigénio
provocam danos oxidativos as biomoléculas, tais como carboidratos, proteinas,

lipidios e DNA (DASGUPTA e DE BRATATI, 2004) acelerando o
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envelhecimento e estao relacionados ao acidente vascular cerebral, doenga de
Parkinson, catarata, aterosclerose dentre outras (FERREIRA & MATSUBARA
1997). Entre estas espécies, o *OH é o considerado mais reativo e provoca
graves danos (GUTTERIDGE, 1984). Por exemplo, a oxidacao de LDL estimula
a internalizacao de colesterol nos macréfagos, os quais, consequentemente, se
convertem em células espumosas, contribuindo para a formacao da placa de
ateroma (HALLIWELL, 1990).

A formagdo de espécies reativas € equilibrada naturalmente pela
existéncia de biomoléculas com agdo antioxidante, substancias que, quando
em pequenas quantidades, sdo capazes de inibir ou retardar processos
oxidativos, como, por exemplo, a lipoperoxidacao (ATOUI et al, 2005; CHUN et
al, 2005). Diferentes compostos antioxidantes presentes na dieta
desempenham importantes fungdes em retardar o desenvolvimento de doencas
cronicas tais como doencas cardiovasculares, cancer, reagdes inflamatorias e
Mal de Alzheimer (VELLOSA, 2007).

Todas as amostras foram feitas em volume (uL), ndo sabendo ao certo a
concentragdo certa de massa existente na amostra, ou seja, g/mL por exemplo,
portanto, as comparacoes foram feitas entre frutas sem ter usado algum
composto como padrao, resultando em tal fruta € melhor que tal fruta no
sequestro do radical livre ou na ERO.

Nos estudos da acao de produtos naturais e outros xenobiéticos sobre
radicais livres € muito comum utilizar-se de radicais modelos (padrées) nao
pertencentes aos organismos vivos para se avaliar o potencial de interacao

com tais moléculas. Dentre estes radicais encontram-se o ABTS™ e o DPPH,
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sendo que, nos resultados obtidos, o radical ABTS se mostrou um radical mais

facilmente capturavel pelas espécies reativas do oxigénio do que o DPPH.

O peroxido de hidrogénio é necessario a mieloperoxidase para a
oxidagcdo de haletos a seus 4&cidos hipohalosos, sendo, portanto um
componente essencial na produgcdo de &cido hipocloroso. O HOCI é um
oxidante extretamente deletério ao organismo e responsavel pela alteragdo de
diferentes biomoléculas das estruturas celulares levando a alteracdes
importantes constatadas no organismo em diferentes patologias.

As amostras mostraram-se eficientes com relagdo a essas espécies
reativas de oxigénio, todas atingindo a % de ICsy adequada, mostrando ter um
bom potencial antioxidante.

O éanion superoxido é uma ERO produzida constantemente no
organismo humano em processos fisiol6gicos, como o oxidative burst e a
respiracao celular, e patolégicos (processos inflamatérios exacerbados), sendo
ainda uma das principais espécies envolvidas na alteracdo do tecido epitelial
observada ao longo dos anos no processo de envelhecimento. Portanto, o
anion superéxido é um alvo farmacolégico importante no que refere a
prevencao e tratamento de patologias associadas ao estresse oxidativo.

As frutas mostraram-se eficientes com relagcédo a esse radical biolégico,
todas atingindo a % de ICsp adequada.

Compostos fendlicos de origem vegetal sdao economicamente
importantes sendo usados nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica.
Existem diversas metodologias de extracdo para estas substancias bioativas,
empregando-se geralmente a extracdo por solventes aquosos ou organicos

(MeOH, etanol e acetona) ou misturas (OLIVEIRA, 2009). Contudo, ha uma
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grande dificuldade em estabelecer qual o melhor solvente ou sistema extrativo
mais eficiente, ja que varios fatores estdo envolvidos neste processo, como a
espécie, as propriedades fisico-quimicas das substancias, o tempo e a
temperatura da extracdo (ANDREO; JORGE, 2006).

Com relagao a determinacao de fenois totais, as amostras mostraram-se
com baixos teores de fendis umas as outras, contudo dentro da classe de
fendis totais, sabemos que ha varias classes de compostos polifendlicos, os
quais, podem estar ai a capacidade antioxidante delas, como por exemplo os
flavonoides totais assim dosados.

Os flavonbides sado conhecidos por exercerem uma infinidade de
propriedades bioldégicas como antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
analgésica e antitlcera e antioxidante (SIMOES, 2003).

A atividade antioxidante de compostos organicos € dependente de
algumas caracteristicas estruturais e suas propriedades de oxidagdo e
reducdo, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de grupamentos
fendlicos. Desta forma, flavonoides, fenilpropandides e outros compostos
aromaticos sao os principais alvos da busca por antioxidantes (VELLOSA,
2007).

Podemos também observar, que ndo sé fatores estruturais intrinsecos
das moléculas ou a composicdo dos extratos vegetais influi na avaliagdo do
potencial antioxidante. Nos ensaios realizados verificamos que dependendo
das condi¢cdes de sua realizagcdo observou-se diferencas em relagdo aos
respectivos ICso, que pode refletir o favorecimento ou ndo da interagdo das

amotras com as espécies radicalares ou outras espécies reativas.



109

No estudo bioquimico da interferéncia de xenobi6ticos em processos
oxidativos julgou-se necessaria a avaliagdo da acdo dos mesmos em células
animais. Para tanto, optou-se por estudar a acao sobre eritrocitos de seres
humanos, dada a susceptibilidade dos mesmos a radicais livres e outras ERO e
aos efeitos que o dano oxidativo sobre tais células podem acarretar ao
organismo humano, sendo estas células responsaveis pelo transporte de
oxigénio entre os tecidos.

Buscou-se avaliar se as amostras por si s6 apresentariam algum
potencial citotéxico sobre os eritrocitos. Elas foram avaliadas em um mesmo
volume na presencga de eritrocitos em diferentes tempos de incubagéo.

Como visto as frutas mostraram-se com potencial benéfico com relagéao
as células vermelhas, provando a sua boa contribuicdo para com o organismo
humano, ou seja, ndo sendo citotoxico com as células sanguineas, concluindo
gue as amostras nao sao agente hemoliticos.

Avaliando-se os dados apresentados nos diferentes sistemas estudados,
os produtos gerados da interferéncia das amostras na explosao oxidativa
poderiam ser obtidos a partir da reagao dessas frutas com quaisquer ERO, a
medida que todas as amostras mostraram ser capazes de interagir com
diferentes radicais livres e espécies reativas nao-radicalares, sendo um bom
parametro antioxidante frente essas mesmas amostras testadas.

Observou-se a importancia de se estudar um perfil de acdo bioquimica,
pois, a despeito do que € habitual de se encontrar em trabalhos semelhantes,
se definiu efeitos das atividades antioxidantes das frutas tracadando em seu

mecanismo da agao, buscando a compreensdo da interferéncia dos mesmos
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em processos oxidativos simples a processos oxidativos mais complexos como

0s observados nos sistemas celulares.
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VI - Conclusoes

“A morte do homem comega no instante em que ele desiste de aprender”
(Albino Teixeira)
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Os resultados como o0s experimentos in vitro, mostraram uma
significativa capacidade antioxidante dos extratos das frutas tropicais e
exoticas, analisados em sistemas como HOCI, Anios Superéxido , H2O»,
ABTS e DPPH.

As amostras quando testadas em sistemas ex vivo (tratando-se do
ensaio de hemdlise), se comportaram extremamente favoravel com
relacdo as células, provando assim, que essas nao possuem poder
hemolitico.

Foi realizado separacao de proteinas das amostras, para a dosagem de
fenodis e flavonodides totais, concluindo que as frutas obtém um alto nivel
desses constituintes.

Neste trabalho pode-se observar que todas as amostras testadas
apresentaram agdo sobre os sistemas in vitro e ex-vivo estudados,
assim as frutas em estudo mostraram — se com excelente potencial
antioxidante diante aos ensaios modelos, portanto, em todos os ensaios
que trabalhou-se com espécies reativas de oxigénio na presenca das
amostras essas foram suprimidas, comprovando assim a capacidade de

captagao desses radicais pelas frutas estudadas.
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