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RESUMO

A planta ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Miller) é uma espécie nativa que
apresenta alto valor nutricional e farmacologico. Seus frutos, ainda pouco
explorados, e folhas podem ser utilizados em produtos alimenticios e
farmacéuticos. Neste trabalho, foram realizadas extracdes assistidas por
dispersor de alto cisalhamento com propor¢ao (m.v-') 1:20 de sdlido:solvente das
folhas e frutos secos em pd. A producdo dos extratos secos se deu por
rotaevaporacdo seguida de liofilizacdo. Os resultados das analises de
compostos fenodlicos totais, flavondides totais, antocianinas totais e anti-
lipoxidacao via ensaio TBARS apontaram melhor performance para as seguintes
condicoes: 65°C e 10 minutos com solucao hidroetandlica 70%. A recuperacao
das extracdes foi de aproximadamente 13% para as folhas e 50% para os frutos.
Foi avaliada ainda a atividade antiglicante por PAGE e MALDI-TOF através da
glicacédo da albumina de soro bovino com frutose, e a atividade antimicrobiana
via técnica de disco difusao para as cepas S. aureus e E. coli. Os extratos das
folhas obtiveram melhor performance em todos os testes com resultados
relevantes. A performance antiglicante e anti-lipoxidagao dos extratos (1,50 mg.
mL-") é significativa, sendo de aproximadamente 49% para as folhas e 35% para
os frutos em relagéo a inibicao da glicacéo, e 59% para as folhas e 50% para os
baixa o suficiente para que nao fossem visualizados halos de inibigao nos testes
de ambas as cepas. Os polifendis identificados por cromatografia em fase liquida
foram os acidos galico, clorogénico, cafeico, vanilico, cumarico e ferulico e os
flavonoides catequina, procianidina, rutina e isoquercetina. Por meio de
cromatografia em fase gasosa foi possivel identificar os compostos terpénicos
neofitadieno e fitol. Foram encontrados resquicios de cadmio através de
espectrofotometria de absor¢do atdmica em chama. A ressonancia magneética
nuclear '"H RMN HR-MAS apontou a presenca de sacarose e outros
carboidratos, além de proteinas e terpenos. Os espectros de massa dos extratos
das folhas se mostraram mais ricos em variedade de substancias aromaticas
frente aos dos frutos.

Palavras-chave: Pereskia acuelata Miller; extrato seco; ora-pro-nobis; glicacao;
oxidacao; AGEs; polifendis; sacarideos.



ABSTRACT

The plant ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Miller) is a native species that
presentes high nutritional and pharmacological value. Its berries, yet poorly
explored, and its leaves can be used in food and pharmaceutical products. In this
work, extractions assisted by a high shear disperser were carried out with a ratio
(m.v") of 1:20 of solid:solvent from the dried powder of leaves and berries. The
production of the dry extracts was done in a rotary evaporator followed by freeze-
drying. The results of the analyses of total phenolic compounds, total flavonoids,
total anthocyanins and anti-lipoxidation via TBARS assay showed better
performance for the following conditions: 65°C and 10 minutes with 70%
hydroethanolic solution. The extraction yield was approximately 13% for the
leaves and 50% for the berries. The antiglycation activity was carried out under
bovine serum albumine-fructose assay and was evaluated via PAGE and MALDI-
TOF. The antimicrobial activity was measured via disk diffusion technique for S.
aureus and E. coli strains. Leaf exracts performed better in all tests with relevant
results. The antiglycation and anti-lipoxidation action of the extracts (1,50 mg.
mL-") is significant, being approximately 49% for leaves and 35% for berries for
glycation inhibition, and 59% for leaves and 50% for berries for lipid oxidation
inhibition. The antimicrobial activity is low enough that no inhibition halos could
be visualized for both strains. The polyphenols identified by liquid
chromatography were the acids: gallic, chlorogenic, caffeic, vanillic, coumaric and
ferulic, and the flavonoids: catechin, procyanidin, rutin and isoquercetin. Through
gas chromatography technique, it was possible to identify terpenes, such as
neophytadiene and phytol. Remains of cadmium were found using flame atomic
absorption spectrophotometry. Nuclear magnetic resonance 'H RMN HR-MAS
showed the presence of sucrose and other carbohydrates, as well as proteins
and terpenes. The mass spectra of the leaf extracts were richer in variety of
aromatic substances when compared to the berry.

Keywords: Pereskia acuelata Miller; dry extract; Barbados gooseberry; glycation;
oxidation; AGEs; polyphenols; saccharides.
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1 INTRODUGAO

As profundas mudancgas provocadas no estilo de vida pela sociedade
moderna ocidental desencadearam, entre outras consequéncias, a prevaléncia
de diversas doencas crbnicas, como a resisténcia insulinica, sindromes
metabdlicas, obesidade, diabetes do tipo Il, nefropatias, disturbios neuroldgicos
e cardiovasculares (URIBARRI, 2017). Estas doengas tém em comum os
elevados niveis de marcadores inflamatorios e estresse oxidativo, cuja origem
pode estar vinculada a combinacdo de multiplos fatores a dieta, ou até mesmo,
apenas a dieta por si so0 (RAKEL, 2002).

Dentre os inumeros constituintes da alimentacao atual que tém relagao
com pro-inflamacéo e pré-oxidacao, estdo os denominados produtos finais de
glicacao avangada ou AGEs, do inglés advanced glycation end products, e 0os
produtos finais de lipoxidacdo avangada ou ALEs, do inglés advanced
lipoxidation end products, ou ainda a mistura de ambos — do inglés EAGLEs
either advanced glycation or lipoxidation end products (VISTOLI et. al., 2013).
Estes compostos tendem a se acumular nos tecidos ao longo dos anos e podem
tanto se formar no interior do organismo, in vivo, quanto serem diretamente
consumidos nos alimentos, sendo que, neste segundo caso, a presenga de
AGEs se da devido a reacao de Maillard (TREVISAN, 2015).

Esta reacdo ndo enzimatica acontece entre aminoacidos e agucares
redutores durante o armazenamento e processamento térmico dos alimentos,
sendo também responsavel pela formagao de componentes que contribuem para
alguns dos aspectos desejaveis ao consumidor, como coloracédo e aroma (LUND
et. al., 2017). Vale citar que a formacao de AGEs acontece até dez vezes mais
em processamento térmico via calor seco, ou seja, fornos, chapas, torradeiras e
fritadeiras, o que denota a importancia de se diminuir a preferéncia por estes
meétodos de preparo, seja em ambiente doméstico ou industrial (TREVISAN,
2015).

Além do controle da dieta em relacdo ao consumo de AGEs e ALEs
exdgenos, incluir alimentos com propriedades antioxidantes auxilia na
preservacao da saude e funcionalidade do organismo (URIBARRI, 2017).
Diversos derivados de plantas ja foram estudados e s&o consumidos hoje devido
a suas propriedades, como € caso da berberina, curcumina, silimarina e acido
rosmarinico (ZYCH et. al., 2020; LEKSHMI et. al., 2013; SHIN et. al., 2015;
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YELTSIN, 2017). Diante deste cenario, foi selecionada a planta nativa brasileira
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) cujas folhas tém sido alvo de estudos
recentes devido a suas propriedades nutricionais e medicinais (CONCEICAO,
2013; GARCIA et al., 2019; AGOSTINI-COSTA 2020). Neste trabalho, seréo
determinadas as condigdes mais adequadas para a extragao solido-liquido (ESL)
assistida por dispersor de alto cisalhamento, algumas atividades biologicas dos
extratos dos frutos maduros de ora-pro-noébis e de suas folhas, bem como alguns
dos componentes contribuintes para tais atividades.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Verificar as atividades biol6gicas dos extratos de ora-pro-nobis (Pereskia

aculeata Miller) conjuntamente a composigao.
1.1.1  Objetivos especificos

o Verificar a composi¢ao centesimal dos frutos maduros e folhas in natura de
ora-pro-nobis, compreendendo umidade, cinzas, lipideos, proteinas e fibras;

o Verificar o perfil mineral dos frutos maduros e folhas secos via espectrometria
de absor¢ao atdbmica em chama (FAAS);

e Realizar a extracdo solido-liquido (ESL) assistida por dispersor de alto
cisalhamento das folhas e frutos maduros secos com etanol e solugao
etanolica 70%;

o Determinar as condicoes ideais de extracao: tempo, temperatura e solvente;

o Verificar a atividade antioxidante in vitro dos extratos via ensaio DPPH;

¢ Quantificar o teor de flavonoides totais (FT), compostos fendlicos totais (CFT)
e antocianinas monomeéricas totais (AT) dos extratos via espectrofotometria;

o Verificar a atividade anti-lipoxidacao in vitro dos extratos via ensaio TBARS;

¢ Verificar a atividade antiglicante in vitro dos extratos via MALDI-TOF e PAGE;

¢ Medir a atividade antimicrobiana dos extratos via técnica de disco difusao;

e Caracterizar os compostos bioativos dos extratos via cromatografia em fase
liquida (HPLC);
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e Caracterizar os compostos bioativos dos extratos via ressonancia magneética
nuclear de sdlidos (RMN HR-MAS);

e Caracterizar os compostos dos extratos via cromatografia em fase gasosa
(GC).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Na sequéncia, serao abordados os topicos que contextualizam o presente
estudo: aspectos gerais da ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller); compostos
bioativos e a atividade antioxidante; métodos de extracado de bioativos; a reacao
de Maillard, os produtos de glicagdo avangada e lipoxidacdo avangada, a
atividade antiglicante e opg¢des de técnicas para identificagao.

2.1 ORA-PRO-NOBIS: ASPECTOS GERAIS E APLICAGCOES

A ora-pro-nobis é uma cactacea cujo nome popular vem do latim e
significa rogai por nos (MADEIRA et al, 2013). O nome cientifico foi uma
homenagem ao botanico francés Nicolas-Claude Fabri de Peiresc, dai Peireskia
ou Pereskia aculeata, cuja tradugao para o portugués se da como planta dotada
de espinhos (CONCEICAOQ, 2013).

Algumas caracteristicas desta planta perene sdo (HAYASHI ef al., 2015;
CONCEICAO, 2013; MADEIRA, et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 1991;
TOFANELLI et al., 2011):

e Trepadeira que pode atingir até 10 metros de altura;

e Com aculeos ao longo dos ramos;

e Ramos lenhosos ou sublenhosos no terco final;

e Caules finos e com espinhos verdadeiros;

e Tronco principal contém espinhos;

¢ Folhas podem ter forma eliptica ou simétrica, com 15 centimetros
de comprimento e 8 de largura;

e Folhas sédo lisas, largas, suculentas, cor verde-escuro e ainda
possuem mucilagem;

e Peciolo curto e se agrupa de duas a seis folhas em ramos laterais.

Conforme a FIGURA 1, as flores sao pequenas e contém pétalas brancas
com o centro alaranjado. Ja os frutos, apresentados na FIGURA 2, sdo pequenas
bagas espinhosas amarelas, esféricos, de coloragdo amarela ou alaranjada
quando maduros (BRASIL, 2010; MARSARO-JUNIOR et al., 2011; MADEIRA et
al., 2013).
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FIGURA 1 - FLOR DE ORA-PRO-NOBIS

FONTE: BRASIL, 2018.

A espécie Pereskia aculeata Miller € nativa do Brasil, porém nao ocorre
exclusivamente nesta regido, podendo ser encontrada desde a Argentina até a
Florida (KINUPP et al., 2014). De acordo com Zappi e colaboradores (2018), em
territorio brasileiro, a planta é encontrada nas seguintes regides:

¢ Nordeste: Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Pernambuco, Sergipe;
e Centro-Oeste: Goias;

e Sudeste: Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo;
e Sul: Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Os ambientes propicios para o desenvolvimento de Pereskia aculeata sao
variados, como terras aridas ou levemente aridas, os biomas do Cerrado, da
Caatinga e da Mata Atlantica, restingas, afloramentos rochosos e as florestas
ciliar, estacional decidual, estacional semidecidual, ombrdfila ou pluvial e
ombrofila mista (DUARTE et al., 2005; ZAPPI, et al., 2018).

Na alimentagdo humana, Pereskia aculeata faz parte do grupo das
PANCSs, ou seja, plantas alimenticias ndo convencionais, sendo que o maior
consumo se da nos estados de Minas Gerais e Goias (BRASIL, 2015). O cultivo
de ora-pro-nodbis vem acontecendo em pequena escala para uso como hortalica,
cerca viva e fins ornamentais.

Conforme apresentado pelas TABELAS 1 e 2, o interesse na produg¢ao de
suas folhas desidratadas e moidas tem crescido devido a alta quantidade de
proteinas, fibras, ferro, calcio e potassio, podendo ser utilizadas para enriquecer
massas de paes e biscoitos, além da comercializacao direta ou em capsulas
(ROSA et al., 2003; ROCHA et al., 2008).
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TABELA 1 — RESULTADOS ANTERIORES DA COMPOSIGCAO BASICA DAS FOLHAS SECAS DE

ORA-PRO-NOBIS

PROTEINAS CINZAS LIPIDEOS FIBRAS CARBOIDRATOS REFERENCIA
GONCALVES
2779 £ 0,00 20,12 + 0,00 ; ; ; o] 2018
BOTREL
18,30 + 0,00 20,30 + 0,00 4,30 + 0,00 34,00+ 0,00 23,10 + 0,00 ot &, 2020
1155+ 000 2569+000 325+000 1155+000 46,03 + 0,00 VQF;%’?flﬁt
17,91+ 000 22,67 +000 348+000 17914000 4847 + 0,00 \gﬁgffvit
BARBALHO
2417 £ 0,00 17,834 0,00 371+ 0,00 ; 48.39 + 0,00 L 2016
MARTINEVISKI
2010 + 0,00 13,66+ 0,00 2,07 + 0,00 ; 24.80 + 0,00 ool 2011
2840+ 000 16,10+ 000 4,10 + 0,00 ; ; TAKEIT] et al,
2009
1438+ 0,00 1597 +0.00 2,54 + 0,00 ; 58004000  SOUZA, 2013
22034000 1870+000 3644000 1264+000 3618 + 0,00 ROCZHO/SSGt al,
RODRIGUES
18.95+ 0,00 17,47 +0.00 4,01 4 0,00 ; ; ool 2015
1740-2540 14814000 507+000 21604000  2053+000  CAMBRAAeLa)
SANTANA
2760 £ 0,00 1523+ 000 1023 +0,00 2870+ 0,00  43.23 + 0,00 el 2018
SOBRINHO
4068 + 000 1546+ 000 523 + 0,00 ; ; o a0ns
15514+ 024 17.25+007 3574023 5055+ 2,44 8.49 + 0,97 RODZRO'%UES’

FONTE: Adaptado de SILVA, 2019.
LEGENDA: N Valores obtidos no inverno

VE Valores obtidos no verdo

Embora existam discrepéncias nos valores relatados pelas TABELAS 1 e

2, é perceptivel certa tendéncia. Tais discrepancias ocorrem devido a influéncia

dos fatores relacionados ao cultivo da planta, como exposicdo solar,

abastecimento hidrico, pH do solo, composi¢céo do solo, emprego de fertilizantes
e outros (KHADER; RAMA, 2003; UUSIKU et al, 2010; ROHANI-GHADIKOLAEI
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et al, 2012; JIMENEZ-AGUILAR et al, 2015). Vale citar ainda que a florada de
ora-pro-nobis é importante para a producédo de mel, uma vez que suas flores sao
ricas em polen e néctar (KAZAMA et al., 2012).

Os frutos, conforme apresentado pela FIGURA 2, tém seu uso restrito por
conta da presenca de espinhos na superficie, embora existam variedades sem
espinhos. As caracteristicas de frutificacao da planta sdo pouco conhecidas,
embora se saiba que a producao de frutos costuma ser esporadica e
concentrada em um breve periodo, normalmente de fevereiro a margo e sob
determinadas condi¢des climaticas (BRASIL, 2018).

Os frutos sé&o agradaveis ao paladar, podem ser consumidos in natura e
nao ha relatos de fatores antinutricionais. Silva ef al. (2012) relata que 13
acessos de Pereskia aculeata que floresceram nas condigdes do Distrito

Federal, produziram frutos com pesos variaveis entre 2,6 e 11,5 gramas.

FIGURA 2 - FRUTOS DE ORA-PRO-NOBIS

FONTE: BRASIL, 2018.

Em relagdo a avaliagao nutricional, foi demonstrado que as folhas da
espécie possuem alto teor de proteina e de lisina, um aminoacido essencial na
nutricdo humana. Os teores determinados de proteina bruta foram 17,4% e
25,4% em relagdo a mateéria seca (CAMBRAIA et al.,, 1974). Esses niveis de
proteina e lisina sdo mais elevados do que os encontrados em hortalicas
convencionais como alface, couve, repolho e espinafre (CAMBRAIA et al., 1974;
MORTON, 1987; ALBUQUERQUE ef al.,, 1991). De acordo com Concei¢ao
(2013), a ingestao diaria de 100 gramas de folhas de ora-pro-nobis supre as
necessidades de calcio, magnésio, zinco, ferro e vitamina C. A TABELA 3

apresenta alguns compostos bioativos ja quantificados nas folhas e frutos,
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indicando que sao fontes promissoras de outras substancias bioativas. Conforme
Agostini-Costa e colaboradores (2014), o teor de carotenoides totais verificados
nas folhas variou de 119,0 a 210,0 pg.g™' enquanto nos frutos foi de 12,6 a 76,2
ng.g".
Além de ser utilizada como alimento, ha registros do uso de Pereskia
aculeata na medicina tradicional:
e Folhas usadas no abrandamento de processos inflamatérios
(CONCEICAOQ, 2013);
e Folhas usadas na recuperacao da pele queimada (CONCEICAQ, 2013);
¢ Folhas usadas como emoliente (TELLES ef al., 2016);
e Frutos usados como expectorante (ROSA, et al., 2003);
e Frutos usados como antissifilitico (ROSA, ef al., 2003).
Vale comentar que a importancia da espécie na industria farmacéutica se
da devido ao consideravel teor de mucilagem (GARCIA et al., 2019).
Comumente os polissacarideos extraidos de cactaceas sao descritos
como ricos em arabinogalactana, composta por galactose, arabinose, ramnose
e acido galacturdnico (SAENZ et al, 2004; HABIBI et al, 2004). A mucilagem das
folnas de ora-pro-ndbis € majoritariamente constituida por arabinogalactana
(SIERAKOWSKI 1982; SIERAKOWSKI, 1988; SIERAKOWSKI et al, 1987).
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TABELA 2 - RESULTADOS ANTERIORES DA COMPOSIGAO MINERAL DAS FOLHAS DE ORA-PRO-NOBIS

BOTREL et RODRIGUES, TAKEITIet CAMBRAIA OLIVEIRA RODRIGUES CREMASCO

MINERAL ., 2020 2016 al, 2009  etal, 1974 etal, 2013  etal, 2015  etal, 2016
Ca 237339  3883,00+003  3420,00 340000  2160,00 105,00 2880,00
Mg 832,25 271000+ 020  1900,00 1500,00 680,00 ; 1050,00

K 284564  2863,00 + 0,10 ; ; ; ; ;

P 155,00 166,00 + 0,07 ; ; ; ; ;
Fe 11,72 31,96 + 1,49 14,18 ; 9,40 ; 10,60
Zn 2,47 - 26,71 - 5,90 ; 4,00
Cu 2,20 ; ] ] ] ] ]
Mn 64,41 - 46,40 ; 2,80 ; ;
Na 47,75 - ; ; ; ; ;

FONTE: Adaptado de SILVA, 2019.
NOTA: Dados em mg. 100 g de amostra seca™.
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TABELA 3 - BIOATIVOS DAS FOLHAS E FRUTOS DE ORA-PRO-NOBIS

BIOATIVO TEOR FOLHAS (ug/g) TEOR FRUTOS (ug/g) REFERENCIA
a~caroteno - 4,3-351
B-caroteno 13,8 —47,0 7,3-41,1
AGOSTINI-COSTA et al,
Luteina 458 —114,2 0,8-3,7 2014
Zeaxantina >50 -
Pro-vit. A (RAE/100 g) 186,0 — 375,0 79,7 -458,0
BIOATIVO TEOR FOLHAS (mg/g) REFERENCIA
Acido caftarico cis 9,50
Acido caftarico trans 2,22
Derivado do acido cafeico 0,57
Quercetina-O-pentosideo-O-rutinosideo 2,11
Quercetina-O-pentosideo-O-hexosideo 0,74
Quercetina-3-O-rutinosideo 3,56
Isorhamnetina-O-pentosideo-O-rutinosideo 2,27 GARCIA et al, 2019
Isorhamnetina-O-pentosideo-O-hexosideo 0,63
Kaempferol-3-O-rutinosideo 0,81
Isorhamnetina-3-O-rutinosideo 1,30
Acidos fendlicos totais 12,32
Flavonodides totais 11,40
Fendlicos totais 23,75

FONTE: Adaptado de AGOSTINI-COSTA, 2020.
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2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos naturais tém sido usados globalmente por milhares de anos
(FU et al, 2019). Entretanto, a tedéncia mundial atual em dire¢cdo a saude
impulsionou consideravelmente a busca por alternativas naturais que preservam
a funcionalidade do organismo (FANZO et al, 2020). Varios compostos
sintetizados naturalmente possuem funcgdes bioativas e tém sido explorados
para diferentes aplicacdes, principalmente nas industrias alimenticia e
farmacéutica. Tais substancias tém estruturas quimicas que desempenham
fungdes especializadas em nivel bioldgico (BONILLA ef al., 2015).

De acordo com um consenso estabelecido por HK (2009), os compostos
bioativos s&do componentes naturais essenciais € ndo essenciais que podem
influenciar positivamente a saude humana. Nutricionalmente, também sao
chamados de nutracéuticos desde 1979, uma vez que, quando ingeridos,
proporcionam beneficios a saude além da nutrigao basica (HK et al., 2009).

Os compostos bioativos compdem um conjunto altamente heterogéneo
de moléculas com diferentes estruturas quimicas e distribuigdes na natureza
(CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). Em geral, esses metabdlitos s&o divididos
em trés grupos principais (BONILLA ef al., 2015):

e Terpenos e terpendides;
o Compostos fendlicos;

Alcaloides.

Além destes principais, outras moléculas tém demonstrado certa
bioatividade, como polissacarideos, aminoacidos e peptideos, indicando que a
diversidade de compostos bioativos é bastante abrangente.

Os beneficios desses compostos sdo consequéncia de diversas
propriedades bioativas comprovadas, principalmente efeitos antioxidantes,
antiinflamatorios e antimicrobianos (BARBA et al., 2014). Em geral, a maioria dos
compostos bioativos tem uma capacidade antioxidante marcada devido a sua
capacidade de capturar espécies reativas ou radicais livres (BARBA et al., 2014).
Além disso, melhoram as defesas antioxidantes enddégenas do organismo,
permitindo uma abordagem terapéutica atraente contra o estresse oxidativo e
doencas correlatas (PUJARI et al., 2014).
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O papel dos bioativos nos processos inflamatorios € evidenciado pela
reducdo de sinalizadores, como citocinas proé-inflamatoérias, quimiocinas,
interleucinas, enzimas induziveis (ciclooxigenase-2 e oOxido nitrico sintase
induzivel) e mediadores inflamatorios (prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxano). Estes eventos patologicos estdo associados ao desenvolvimento
e progressado da maioria das doengas crbnicas, como Diabetes Mellitus tipo |,
obesidade, céncer, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares (DO
NASCIMENTO et al., 2021).

A atividade antimicrobiana de compostos bioativos tem sido relatada para
diferentes microrganismos (MA et al., 2016). Esta atividade é frequentemente
associada a compostos fendlicos, e acredita-se que eles utilizem metais redox
ativos da célula microbiana, causando um desequilibrio no estado redox e
consequentemente a morte celular (MA et al., 2016).

Além dessas propriedades mencionadas, varios outros efeitos estao
associados aos compostos bioativos, incluindo atividades anticancerigenas,
neuroprotetoras,  hepatoprotetoras, = imunomoduladoras,  antidiabéticas,
antiinflamatorias e antimicrobianas (GUPTA et al., 2021; ADEOLA et al., 2021;
JI, 2019; TENKERIAN et al., 2015; PUJARI et al., 2014; NEGI et al., 2011).

2.2.1. Atividade antioxidante

Os antioxidantes ganharam tanta popularidade, principalmente por
estarem envolvidos em muitos processos bioldgicos, como protec¢ao dos tecidos,
imunidade, saude, manutencdo da homeostase, envelhecimento, crescimento e
desenvolvimento. Antioxidante foi definido como qualquer substancia que atrasa,
previne ou remove o0 dano oxidativo a uma molécula alvo. Halliwell e
colaboradores (1995) e Khlebnikov e colaboradores (2007) definiram
antioxidantes como "qualquer substéncia que elimina espécies reativas do
oxigénio (EROs) ou indiretamente atua para regular as defesas antioxidantes
e/ou inibir a producdo de EROs". Em outras palavras, podemos definir
antioxidantes como qualquer molécula que inibe a oxidacéo de outra molécula.
Uma reagao envolvendo a perda de elétrons e aumento no estado oxidativo &
denominada "oxidacao". A oxidacao resulta na formacido de radicais livres:

espécies extremamente reativas e com elétrons desemparelhados capazes de
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iniciar reagdes em cadeia que desestabilizam outras moléculas e geram mais

radicais livres. Estes radicais livres também s&o denominados de EROs e criam

desequilibrio homeostatico que origina estresse oxidativo, lesao tecidual, morte
celular e patogénese (ANDONOVA et al., 2015). Os radicais livres podem ser

resultantes de diversos fatores, entre os quais (OZOUGWU, 2016):

o Consequéncia do metabolismo aerdbico normal: aproximadamente 90% do
oxigénio utilizado pela célula € consumido pelo sistema de transporte de
elétrons mitocondrial;

¢ Ruptura oxidativa de fagocitos (globulos brancos) como parte do mecanismo
pelo qual bactérias e virus sdo mortos e pelo qual antigenos (proteinas
estranhas) sao desnaturados;

¢ Metabolismo xenobidtico, ou seja, desintoxicagdo de substéncias toxicas.
Consequentemente, agdes como: exercicios vigorosos ou que hiperaceleram
o metabolismo celular, inflamacido cronica, infeccoes e outras doencas,
sindrome do intestino permeavel (leaky gut), exposi¢ao a alérgenos ou drogas
ou toxinas (fumacga de cigarro, poluicdo, pesticidas e inseticidas) podem
contribuir para um aumento na carga oxidante do corpo.

Vale comentar que cerca de 1 a 3% do oxigénio inspirado se converte nas
EROs, dentre as quais estdo o radical superoxido (O2*), formado a partir da
redugdo do Oz, e o0 perdxido de hidrogénio (H20-2), produto da redug¢ao ou
dismutacido do O>*. Ambas as formas sao consideradas quimicamente reativas
e, quando colocadas em contato com ions metalicos de transicao
(principalmente Fe e Cu), tendem a formar espécies de radicais de alta
reatividade, responsaveis por gerar danos ao organismo. Além disso, durante a
conversdo mitocondrial de glicose em energia, também sao gerados radicais
livres do oxigénio (HALLIWELL, 2009; LEHNINGER; COX, 2021).

Os antioxidantes neutralizam os radicais livres doando um de seus
elétrons, o que encerra a reag¢ao de captura de elétrons. O mecanismo de acao
dos antioxidantes pode ser simples ou combinado, seja através da eliminacao
de radicias livres, atividade redutora, complexacao de pro-oxidantes, eliminacao
de radicais peroxil lipidicos e extingdo de oxigénio singlet (MEHTA et al., 2015).

Ha dois principais mecanismos de elimina¢ao dos radicais livres:
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¢ Quebra de cadeia: o antioxidante primario doa um elétron ao radical livre
presente no sistema ou este simplesmente decai em um produto inofensivo.
Esses antioxidantes tém como alvo os radicais livres e interrompem a reacao
em cadeia na fase de propagacao da oxidagdo — estes compdem a maioria
dos antioxidantes na industria (LOBO et al., 2010);

e Preventivo: estes antioxidantes bloqueiam a formacao de radicais livres.
Esse grupo inclui quelantes de metais, que aumentam a eficacia de
antioxidantes secundarios ou de terminacao de cadeia. Previne a oxidacao
reduzindo a taxa de iniciacdo da cadeia, e podem prevenir a oxidacao
estabilizando radicais de metais de transicdo como cobre e ferro (SINGH et
al., 2013).

A identificacdo das vitaminas A, C e E como antioxidantes foi
revolucionaria e levou a percepc¢éo de que estes agentes redutores, por vezes,
s&o capazes de eliminar EROs antes que as células sejam danificadas (JACOB,
1996; KNIGHT, 1998; WOLF, 2005). Os antioxidantes também podem ser
classificados como enzimaticos ou ndo enzimaticos (MEHTA ef al., 2015):

e Enzimaticos (endégenos): o sistema enzimatico antioxidante contribui
direta e indiretamente para a defesa contra as EROs. Catalase, superoxido
dismutase (SOD), glutationa redutase etc., sdo antioxidantes enzimaticos;

¢ Nao enzimaticos: esses antioxidantes sao muitos, como vitaminas (A, C, E
e K), cofatores enzimaticos (Q10), minerais (Zn, Se etc.), compostos
organossulfurados, compostos de nitrogénio (aido urico), peptideos
(glutationa) e polifenois.

Os beneficios do consumo de alimentos ricos em antioxidantes incluem a
prevencdo de doencgas cardiacas, prote¢cdo contra o cancer, melhora da
imunidade e combate ao envelhecimento (RICE-EVANS; DIPLOCK, 1993;
URIBARRI, 2017).

No final do século XIX e inicio do século XX, um extenso estudo foi
dedicado ao uso de antioxidantes em importantes processos industriais, como a
prevencao da corrosdo de metais, a vulcanizacao da borracha e a polimerizacao
de combustiveis na incrustagdo de motores de combustéo interna (MATILL,
1947). Ja na industria de alimentos, o uso dos antioxidantes é fundamental por

dois principais pontos:
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¢ Minimizacao das modificacoes estruturais das proteinas: pode ocorrer
cloracdo ou nitragdo dos aminoacidos por conta da presencga de espécies
reativas do oxigénio (EROs);

e Controle da oxidacao lipidica: as EROs atacam as duplas liga¢des de
acidos graxos insaturados, iniciando e propagando o processo de
rancificacao.

Nas matrizes alimentares, as reacdes de oxidacdo sao consideradas
responsaveis pelos efeitos negativos, como degradacgao lipidica, pigmentar,
nutricional e alteragdes organolépticas indesejaveis. O emprego de técnicas de
controle das reacdes de oxidacao é fundamental para a preservacao do produto
final (FENNEMA ef al., 2008). Para tal, sao utilizados antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos devido a suas caracteristicas de alta eficiéncia, baixo
custo e elevada estabilidade. 3,3-dietil-hexano-4-metoxifenol (BHA), 2,6-diterc-
butil-4-metilfenol (BHT) e 2-terc-butilbenzeno-1,4-diol (TBHQ) s&o os principais
exemplos de uso corriqueiro. Entretanto, pesquisas apontam que algumas
espécies de antioxidantes sintéticos sdo responsaveis pela produgao de
compostos toxicos e carcinogénicos no organismo (FENNEMA et al., 2008). Ha
a opg¢ao de se fazer uso de substancias naturais obtidas a partir da extragao de
matrizes vegetais com alto poder antioxidante e toxicidade nula. Os
antioxidantes naturais, como acido ascoérbico, os carotenoides e os polifendis
sdo substancias de elevado valor nutricional e que agregam qualidade ao
produto final (BREWER, 2011; DEVATKAL et al., 2010).

2.2.2. Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sdo uma enorme classe de antioxidantes
amplamente encontrados em matrizes vegetais, sendo que alguns deles podem
ser especificos a um determinado 6rgéo ou estagio de desenvolvimento das
plantas (CHEYNIER, 2012; NACZK et al., 2004; PETERSON et al., 1998). A
FIGURA 3 apresenta a classificagcédo dos polifendis ou polyphenols, como acidos
fenodlicos ou phenolic acids, flavonoides ou flavonoids e outros fenolicos.

Nas matrizes alimentares, os polifendis sao responsaveis por conferir
diversas propriedades benéficas vinculadas a alteragbes desejaveis como
adstringéncia, cor, aroma e atividade antioxidante (PIMENTEL et al., 2005;
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SHAHIDI et al., 2003). Visto que tém também propriedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, cardioprotetoras, antidiabéticas, antitumorais e anticancer, os
estudos focados na caracterizacdo, quantificacdo e acao dos polifendis se
tornam cada vez mais relevantes para a industria dos alimentos
(BALASUNDRAM et al., 2006; CARINA BILUCA et al., 2019; REBOREDO-
RODRIGUEZ et al., 2018; YAKHLEF et al., 2018; ZHENG et al., 2017; SHAHIDI
et al., 2003). Conforme mencionado no item 2.2.1., o mecanismo de atuacgao
antioxidante pode ocorrer por meio do sequestro de radicais e como quelantes
de metais nas etapas de iniciacéo e propagacao do estresse oxidativo.

FIGURA 3 - CLASSIFICACAO DOS POLFENOIS EM ACIDOS FENOLICOS
(SUBCLASSIFICADOS EM ACIDOS HIDROXICINAMICOS — CAFEICO, CAFTARICO,
CLOROGENICO E FERULICO, E EM ACIDOS HIDROXIBENZOICOS — GALICO, ELAGICO,
VANILICO, PROTOCATECUICO, SALICILICO), FLAVONOIDES (SUBCLASSIFICADOS EM
FLAVONAS — LUTEOLINA, APIGENINA, EM FLAVONOIS — QUERCETINA, RUTINA E
KAEMPFEROL, EM ISOFLAVONAS — GENISTEIN E DAIDZINA, EM ANTOCIANINAS —
MALVIDINA E CIANIDINA, EM FLAVAN-3-OLS — CATEQUINA, GALOCATEQUINA E
EPICATEQUINA, E EM FLAVANONAS — NARINGENINA E HESPERDINA) E OUTROS
FENOLICOS (LIGNANAS, ESTILBENOS, TANINOS, XANTONICOS, LIGNINAS E

CUMARINAS)
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FONTE: CARPENA et al., 2021

A biodisponibilidade dos polifendis varia conforme sua estrutura quimica.
Flavonas, isoflavonas, flavondis e antocianidinas sao frequentemente

glicosiladas (ZHANG ef al., 2006). Os beneficios de se consumir polifenois esta
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vinculado, principalmente, a acdo prebidtica com modulagcado da microbiota
intestinal, visto que as bactérias benéficas se alimentam destas substancias,
tornando o ambiente mais propicio ao desenvolvimento delas (KLINDER et al.,
2016). O acido clorogénico, por exemplo, apenas pode ser metabolizado via
microbiota intestinal e ndo por quaisquer outras enzimas presentes nos tecidos
humanos (ABBAS et al., 2016).

2.3 METODOS DE EXTRAGCAO DE BIOATIVOS EM MATRIZES VEGETAIS

A extragao solido-liquido (ESL) pode ser considerada como uma operacao
unitaria amplamente utilizada na industria de alimentos (PINELO et al, 2006). E
um processo de transferéncia de massa no qual os compostos de interesse sao
extraidos por meio do contato com solvente. O objetivo da ESL é empregar
pequenas quantidades de solvente a fim de se obter um extrato altamente
concentrado (BERK, 2009). As formas convencionais de ESL englobam técnicas
de arraste, prensagem, maceracao e Soxhlet, sendo que a eficiéncia do método
depende de fatores como (ZHANG et al, 2018):

¢ Interagdo molecular do solvente com os compostos de interesse;
e Tempo de extracao;
e Temperatura de extracao;
e Proporc¢ao solido-liquido;
e pH de operacio;
e Tamanho das particulas solidas;
e Presenca de substancias interferentes.
A TABELA 4 apresenta a descricao das técnicas de extracao

convencionais, bem como suas vantagens e desvantagens.
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TECNICA DESCRIGAO VANTAGENS DESVANTAGENS REFERENCIA
AMOSTRA E COLOCADA EM , BAIXA EFICIENCIA DE EXTRACAO,
MACERACAO  CONTATO COM O SOLVENTEE  'ECNICA S"\éﬁ'é'%E DE BAIXO LONGOS PERIODOS DE EXTRACAO E ZHANG et al, 2018
MACERADA GRANDES QUANTIDADES DE SOLVENTE
EXTRACAO A QUENTE, TECNICA SIMPLES E DE BAIXO LONGOS PERIODOS DE EXTRACAO, JHANG of a. 2018,
SOXHLET BASEADA NO PRINCIPIO DE CUSTO, NAO E NECESSARIO  GRANDES QUANTIDADES DE SOLVENTE, e & 2018;
REFLUXO CONTINUO FILTRAR ALTAS TEMPERATURAS :

APLICAGCAO DE CALOR DE
FORMA INDIRETA E AGITACAO
CONSTANTE

ESL COM CALOR E
AGITACAO

TECNICA SIMPLES E DE BAIXO
CUSTO, PEQUENAS QUANTIDADES
DE SOLVENTE, CURTOS PERIODOS

DE EXTRAGAO

RENDIMENTO INFERIOR

ZHANG et al, 2018

FONTE: Adaptado de UEDA, 2020.
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2.3.1. Solventes empregados na extragao de biocompostos

A eficiéncia do processo de extragdo esta diretamente relacionada a
escolha do solvente adequado. Os parametros como tempo e temperaturas de
extragdo, proporgao entre solvente e amostra, tipo de matriz vegetal, tamanho
das particulas e as caracteristicas dos bioativos presentes, devem ser
analisados durante a escolha do solvente. Solventes convencionais como agua,
etanol, metanol, acetona e hexano sdo amplamente utilizados para a extracao
de biocompostos (GARCIA et al, 2016; MARSH et al, 2002).

O uso de solventes organicos apresenta alta aplicabilidade, eficiéncia e
facilidade de uso, porém, ha pontos negativos decorrentes da alta toxicidade da
maioria deles (SAFDAR et al, 2017). A agua é um dos solventes mais utilizados
durante a extracdo de compostos bioativos e apresenta otima acessibilidade,
baixo custo, boa seletividade e influéncia das ligacdes de hidrogénio durante o
processo de transferéncia de massa, entretanto, a agua torna a extragao restrita
a determinadas faixas de temperatura e sua capacidade calorifica pode gerar
alto consumo de energia (DOBLE et al, 2007).

Assim, ¢é interessante associar o etanol, solvente organico com baixos
riscos a saude e ao meio ambiente, a agua em misturas, uma vez que em
conjunto tém maior capacidade de extragao e menor carbon footprint ou pegada
de carbono (ARISTIZABAL et al., 2019).

2.4 REAGCAO DE MAILLARD

O bioguimico francés, Louis Camille Maillard (1878-1936), foi o primeiro
a descrever o fendmeno de escurecimento ndo enzimatico dos alimentos durante
0 processamento como uma reacdo entre acucares redutores e aminoacidos
(MAILLARD, 1912).

Foi proposto por Hodge, no ano de 1953, que a reacdo se da em trés
fases: inicial, intermediaria e final. Cada fase se caracateriza pela formacgao de
produtos especificos, ou marcadores, que denotam a intensidade do tratamento
térmico e as perdas do valor nutricional por conta da degradagao do aminoacido
lisina (HODGE, 1953).
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A denominada reacdo de Maillard, esquematizada na FIGURA 4, € hoje
aceita como a série de reagdes paralelas e subsequentes que originam inumeros
compostos a partir da interagdo entre o grupamento amino proveniente de
aminoacidos, peptideos, aminofosfolipideos ou proteinas, € o grupamento
carbonilico presente em acucares redutores ou produtos de oxidacdo do acido
ascorbico, lipideos ou aminoacidos (HIDALGO et. al., 2005; FAN et. al., 2006).

A interacdo inicial entre os grupamentos amino e carbonilico é uma
condensacgao reversivel que gera uma carbinolamina intermediaria, a qual
desidrata e forma um aduto de imina instavel, sem cor, sem sabor e sem aroma
denominada base de Schiff (TREVISAN, 2015). Conforme o ilustrado pela Figura
1, esta base se rearranja em uma glicosilamina N-substituida cuja estrutura
ciclica € mais estavel (BHARATE, 2012). Nesta reacdo, as aminas terciarias séo
inativas e as primarias sdo mais reativas do que as secundarias (BARBOSA et.
al., 2016). Vale citar que em pH fisiolégico e temperatura ambiente, a base de
Schiff gera 1-amino-2-desoxi-2-cetose N-substituida, a qual posteriormente da
origem aos denominados compostos de Amadori (BHARATE, 2012).

Estes compostos podem reagir de acordo com a dependéncia do pH em
duas vias principais. Em valores baixos de pH ocorre enolizagdo gerando 1,2-
dicarbonilicos, os quais desidratam e formam derivados de furfural, enquanto em
valores altos de pH, ha enolizacdo com formacao de 2,3-dicarbonilicos, os quais
desidratam e originam redutonas (BARBOSA et. al., 2016). Durante a ciclizacao
dos intermediarios 2,3-dicarbonilicos s&o geradas furanonas e piranonas, as
quais sdo empregadas como flavorizantes alimenticios (POULSEN et. al., 2013).

E importante comentar que as cetoses ndo redutoras também se
condensam a grupamentos amino e dgeram 1-amino-2-desoxi-aldoses
correspondentes, via essa denominada de rearranjo de Heyns (VISTOLI et. al.,
2013; POULSEN et. al., 2013). Ja na via de Namiki, ocorre a fragmentagdo dos
acgucares por intermédio de radicais livres e os produtos de Amadori formam
compostos a-dicarbonilicos, como glioxal e metilglioxal, os quais reagem com
aminoacidos via degradagcdo de Strecker e geram derivados de pirazinas,
substancias aromaticas tipicas de alimentos submetidos ao processamento
térmico (BARBOSA et. al., 2016; PENG et. al., 2011).

Os AGEs podem tanto ser adutos proteicos, como carboximetilisina, ou
CML, carboxietilisina, ou CEL, e pirralina, quanto produtos de ligagdes cruzadas
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entre diferentes residuos de aminoacidos, como a glicosepana, pentosidina, o
dimero de lisina-glioxal, ou GOLD, e o produto da condensac¢ao cruzada entre
lisina, arginina e 3-desoxiglicosona, denominado DODIC (POULSEN et. al.,

2013).
FIGURA 4 - REAQAO DE MAILLARD ESQUEMATIZADA
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FONTE: BARBOSA et. al., 2016.

Os compostos a-dicarbonilicos s&o altamente reativos e considerados os
principais precursores da formac¢ao de produtos finais de glicagdo avangada,
AGEs, e de lipoxidagdo avangada, ALEs (VISTOLI et. al., 2013; POULSEN et.
al., 2013). A FIGURA 5 apresenta a estrutura dos compostos a-dicarbonilicos e
dos AGEs derivados dos aminoacidos lisina e arginina.

E possivel ainda que produtos carbonilicos gerados durante a reacéo de
Maillard se condensem a residuos de aminoacidos, originando compostos
poliméricos, heterociclicos, insaturados, de elevado peso molecular e coloracao

caracteristica, denominados melanoidinas (URIBARRI, 2017). As melanoidinas
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sdo responsaveis pela tipica aparéncia dos alimentos processados que é
desejada pelos consumidores e, ao contrario de outros produtos de glicagao, tém
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias e prébidticas,
sendo consideradas benéficas ao organismo (MESIAS et. al., 2017).

FIGURA 5 - PRECURSORES DA FORMAGAO DE AGES/ALES E ESTRUTURA DOS
AGES DERIVADOS DOS AMINOACIDOS LISINA E ARGININA

PRECURSORES NA FORMAGAO DE AGES/ALEs
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FONTE: BARBOSA et. al., 2016.
Vale citar que a retividade dos acucares esta diretamente vinculada a

abundancia de suas estruturas em cadeia aberta, as quais variam de 0,0002%
para a glicose e 0,7% para a frutose, justificando a menor reatividade da glicose



39

mesmo contendo o grupo funcional aldose, que é mais eletrofilico frente a cetose
(VISTOLI et. al., 2013; LAROQUE et. al., 2008). Inclusive, os metabolitos da
frutose, como frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, chegam a apresentar
reatividade, em condic¢odes fisiologicas, 200 vezes superior a glicose, denotando
gue o uso corriqueiro de xarope de frutose como adocante em alimentos e
bebidas industrializados € um risco para a saude (BARBOSA, et. al., 2016).

Embora ainda nao se tenha elucidado completamente a formagao
complexa dos AGEs, duas de suas principais rotas sdo consideradas bem
estabelecidas. A primeira delas diz respeito aos rearranjos irreversiveis dos
produtos de Amadori submetidos, ou nao, a oxidagdo. A segunda trata da
condensacgao entre produtos carbonilicos gerados desde as fases iniciais da
reacao de Maillard e cadeias laterais dos residuos de arginina, lisina e cisteina.
Visto que ha grande variedade de fatores e substratos, muitos AGEs diferentes
podem ser gerados. As reagOes oxidativas na&o estdo obrigatoriamente
envolvidas na formacado dos AGEs, adequando melhor o termo glicagdo em
comparacgao a glicoxidagdo (HELLWIG et. al., 2014; MONNIER, 2003).

Ja os denominados ALEs, sdo compostos gerados pela reacdo entre
espécies carbonilicas reativas, cuja produc¢ao se da via peroxidacao lipidica ou
por metabolismo dos lipideos, e centros nucleofilicos de macromoléculas, como
proteinas, acidos nucleicos e aminofosfolipideos, causando alteracoes
irreversiveis em suas conformagdes originais (VISTOLI et al, 2013,
DOMINGUES et. al., 2013). Conforme também ilustrado na FIGURA 6, as
espécies carbonilicas reativas formadas durante a peroxidagao lipidica podem
ser divididas em trés categorias. A primeira trata de aldeidos «,-insaturados,
como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), 4-hidroxi-hexenal (HHE), nonenal e acroleina.
A segunda categoria engloba os di-aldeidos, como malondialdeido e o glioxal,
enquanto a terceira contém os cetoaldeidos, a exemplo do metiglioxal, 4-oxo-
nonenal e os isoacetais ou isolevuglandinas (VISTOLI et al, 2013,
DOMINGUES et. al., 2013).

As espécies carbonilicas reativas podem ainda formar bases de Schiff.
Ocorre quando polos eletrofilicos de fosfolipideos oxidados reagem com polos
nucleofilicos de proteinas, sendo que a catepsina B e a angiotensina Il atuam
como alvos in vivo de fosfolipidios oxidados (PAMPLONA, 2011; HOFF et. al.,
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2003; SILVA et. al., 2011). Mais especificagdes sobre as reagdes in vivo seréo
abordadas na sequéncia.

FIGURA 6 - ESPECIES CARBONILICAS REATIVAS DA PEROXIDAGAO LIPIDICA E DO
METABOLISMO DOS LIPIDEOS

Espécies Carbonilicas Reativas (ECRs)
1

|

|
Produtos de degradagdo de oxidagdo de lipideos Metabolitos da prostaglandina

ECR de cadeia curta fosfolipideos oxidados truncados
~ aldeidos a,p-insaturados ——, .~ ECRsb das em fosfolipid — = ciclop -~
CsHi CH N
Y\Ao 2 sY\AO H o
OH OH Hoa O'R
4-hidroxi-2-nonenal 4-hidroxi-2-hexenal (v}
(HNE) (HHE)
CHn A, A~
nonenal acroleina (ACR)
>
~ di-aldeid N
O o\\_//o
malondialdeido glioxal (GO)
- >
- deid N
(o)
>_// c’""Y\AO
(o]
metiiglioxal (MG) 4-oxo-nonenal
(ONE)
0,
N\ .
W N\=""""cooH \
0 OH
LGD,
(- o’ . >

FONTE: BARBOSA et. al., 2016.

2.4 1. Produtos finais de glicagdo avangada in vivo

As reacoes de formacao de AGEs e ALEs in vivo acontecem em todos os
tecidos e fluidos corporais, afetando, principalmente, moléculas de meia-vida
longa e o processo natural de envelhecimento (HELLWIG et. al., 2014). De
acordo com Thessier, 2010, alguns dos fatores mais importantes vinculados a
glicacao em sistemas bioldgicos ou ao acumulo de AGEs e ALEs nos tecidos
sao:

e Natureza dos substratos carbonilicos precursores (glicagao);

e Concentracao dos substratos carbonilicos precursores (acumulo);
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¢ Disponibilidade dos grupos amino das biomoléculas (glicagao);

¢ Reatividade dos grupos amino das biomoléculas (glicagao);

e Taxa de renovagao, ou turnover, das proteinas (acumulo);

e Degradagdo quimica ou enzimatica dos compostos formados
(glicacéo);

e Taxa de excregao renal dos produtos de degradacéao (glicagdo).

A reacédo de glicagdo de uma proteina acontece até o estado de equilibrio,
o qual depende da taxa de formacao dos produtos de Amadori e sua respectiva
reversao ou conversao a outros produtos. A reversao enzimatica envolve
fosforilagdo do produto de Amadori conjunta a liberagéo de 3-desoxiglicosona,
ou 3-DG, enquanto a reversdo ndo enzimatica gera glicose e manose
(DELPIERRE et. al., 2000; COLLARD et. al., 2003). Vale citar ainda que as
reacoes de conversdo tém maior complexidade e geram diversos compostos
carbonilicos e dicarbonilicos, livres ou ligados a proteinas, originando, entdo, os
AGEs. Estas reac¢des sdo analogas aquelas que ocorrem nos alimentos durante
0 processamento térmico ou armazenamento (ZHANG et. al., 2009).

Ha outros mecanismos ja identificados em condigdes fisiologicas que
contribuem para a formacgéo de AGEs e ALEs, como a fragmentag¢ao da base de
Schiff, a degradagdo da frutosamina, a formagdo de compostos o,pB-
dicarbonilicos gerados a partir da degradacgao de intermediarios glicoliticos e da
peroxidacao lipidica (MONNIER, 2003; BARBOSA et. al., 2016). E importante
comentar que tanto a formacgéao de produtos finais de glicagdo avangada, quanto
de lipoxidacéo avancada, podem ser favorecidas sob estresse oxidativo, ainda
que em auséncia do estado hiperglicémico (URIBARRI et. al., 2015).

Ha AGEs e ALEs encontrados em alimentos que também sao
identificados in vivo, como carboximetilisina, carboxietilisina, pirralina, MOLD,
GOLD, o dimero de 3-desoxiglicosona-lisina, pentosidina, argipirimidina e
hidroimidazolonas, as quais sdo derivadas do metilglioxal, glioxal e 3-DG
(MONNIER, 2003). A seguir se apresentam as propor¢des de glicagdo em
sistemas biologicos por diferentes espécies (POULSEN et. al., 2013):

e 0,01 a 1% para residuos de lisina e arginina em proteinas;
e 1 a5% para adutos de base de Schiff em albumina sérica humana;

e 6 a 15% para frutosamina em albumina sérica humana;
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e 0,01 a7% para AGEs em abumina sérica humana;
e 0,1 a 16% em fosfolipideos, estando este percentual relacionado
tanto a glicagao quanto a oxidacgao.

Outro ponto importante da glicagdo em seres vivos s&o os intermediarios
metabolicos altamente reativos, como o gliceraldeido-3-fosfato e a
dihidroxiacetona fosfato, os quais sao considerados os mais importantes
precursores da formagao endogena de AGEs (BROWNLEE, 2001; BRWONLEE,
2005). Muitos produtos finais de glicagao avangada, como a carboximetilisina e
a pentosidina, podem se acumular nos tecidos de renovacao lenta, como é o
caso do cristalino e do tecido conjuntivo, trazendo maiores complicagdes ao
longo dos anos (DUNN et. al., 1991; BARBOSA et. al., 2016). Vale citar que em
individuos adultos normoglicémicos, por volta de 2% das proteinas sofreram
modificagdes estruturais e funcionais por AGEs ou ALEs, enquanto em
individuos diabéticos estas modificagdes séo de até 6% (HELLWIG et. al., 2014).

Uma curiosidade é que alguns dos efeitos observados no diabetes tém
semelhanga com consequéncias fisiologicas do envelhecimento, como o
escurecimento do cristalino, também denominado catarata, apontando a teoria
da glicacdo como diretamente responsavel pelo envelhecimento dos seres
humanos (CERAMI, 1985: BARBOSA et. al., 2016). Na pele, os AGEs e ALEs
modificam a conformagao do colageno e da elastina, prejudicando a elasticidade
e a taxa de renovacao, ou turnover, das células. A interacao destes compostos
com receptores celulares RAGE induz o estresse oxidativo e aciona a inflamacéao
em efeito domino, culminando na patogénese de patologias vinculadas aos
AGEs e ALEs (CHONG et. al., 2007; LITWINOFF et. al., 2015). A seguir algumas
das disfun¢des fisiologicas relacionadas a interagcdo dos AGEs com seus
respectivos receptores RAGE:

e Diabetes dos tipos 1 e 2 (LITWINOFF et. al., 2015);
e Obesidade (BOYER et. al., 2015);

e Asma (OCZYPOK et. al., 2015);

e Aterosclerose (YAMAGISHI, 2011);

e Artrite reumatoide (SHAW et. al., 2003);

e Sarcopenia (SEMBA et. al., 2010);

e Osteoporose (HEIN, 2006);
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e Mal de Alzheimer (LI et. al., 2012; SRIKANTH et. al., 2011);

e Doencga pulmonar obstrutiva cronica (KIRKHAM et. al., 2013);
¢ Insuficiéncia renal cronica (FUKAMI et. al., 2015);

e Cancer (RIEHL et. al., 2009; GEBHARDT et. al., 2008).

Além dos receptores RAGE, ha outros, como AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3
e 0s receptores sequestradores, ou receptores scavenger, de macréfagos, que
também tém a capacidade de se ligar aos AGEs, embora ndo tenham
demonstrado atividades de transducao de sinal apds a interacdo. Estes
receptores estdo vinculados a detoxificacao destes compostos (GOLDIN et. al.,
2006; BARBOSA et. al., 2008). O AGE-R1 é considerado fundamental para a
homeostase orgéanica e € conhecido que supressdées em seus niveis de
expressao, como acontece em estados diabéticos, denota o prejuizo do sistema
imunoldgico dos individuos (VLASSARA et. al., 2001).

Os niveis de AGEs e espécies reativas do oxigénio, sendo estes radicais
livres ou ndo, regulam a manifestagao dos receptores celulares, RAGE e AGE-
R1, e também suas vias associadas. Portanto, intensa elevacdo dos niveis de
AGEs gera aumento nas expressbes de RAGE e AGE-R1. Em quadros
diabéticos e nefropaticos cronicos, a expressao de RAGE se mantém elevada,
enquanto os niveis de AGE-R1 sdo suprimidos, idependente de intervencao
terapéutica para o controle glicémico (VLASSARA et. al., 2014; BARBOSA ef.
al., 2016). E importante mencionar ainda os exemplos a seguir de condicdes
metabolicas que aumentam as concentracdes plasmaticas de AGEs e ALEs
(THORNALLEY et al., 2014):

e Hiperglicemia, por conta da alta disponibilidade de glicose e seus
metabalitos;

¢ Insuficiéncia renal, que compromete a excrecéo dos adutos de glicagao
ou lipoxidagao plasmaticos;

o Cirrose hepatica, que prejudica o catabolismo fisiolégico da albumina,
aumentando sua meia-vida no plasma e sua susceptibilidade as reacoes
de glicacéo e lipoxidagao.

A remocao dos AGEs gerados nos tecidos € via proteolise extracelular ou
por intermédio de células sequestradoras, denominadas scavengers, como 0s

macréfagos. Estas células endocitam AGEs e ALEs através de receptores e,
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apos a degradacao intracelular, liberam no sistema circulatério os fragmentos
soluveis e de baixo peso molecular, ou AGE-peptideos, para serem excretados
com a urina. Alguns dos AGEs-peptideos podem ser intermediarios reativos,
porém seus efeitos sao limitados pela excrecao renal, denotando que a eficiéncia
de remocao dos AGEs € dependente do denominado clearance renal
(BARBOSA et al., 2009; THORNALLEY et al., 2014).

Em resumo, a agao e os efeitos patoldgicos dos AGEs in vivo acontecem
por quatro vias principais:

e Alteracao da atividade das enzimas: a albumina sérica glicada por
metilglioxal demonstrou prejuizo no desempenho frente a albumina
sérica nao glicada (AHMED et al., 2005);

e Formacao de ligagcoes cruzadas, ou cross-linking, com proteinas,
causando enrijecimento tecidual: as principais proteinas afetadas séo
aquelas de meia-vida longa, como o colageno e as proteinas
constituintes do cristalino (BADENHORST et al., 2003);

¢ Interacao de AGEs com seus receptores celulares ativa sinais de
transducao e induz respostas inflamatérias: a ativacido do fator
nuclear NF-x3 aumenta a transcricdo para citocinas pro-inflamatorias,
promovendo o estresse oxidativo, trombogénese e angiogénese, o que
esta relacionado a complicagdes vasculares do diabetes (HUTTUNEN et
al., 1999; HUANG et al., 2001; WAUTIER et al., 2001; HARJA et al.,
2008; SEMBA et al., 2010);

e Aumenta o estresse oxidativo: a interacdo dos AGEs com seus
receptores ativa o cofator NADPH oxidase, induzindo a formacao de
espécies reativas do oxigénio (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009). O
estresse oxidativo contribui para reduzir a biodisponibilidade do éxido
nitrico e aumentar a formacéo de nitrato, o que prejudica a funcao
endotelial (BASTA et al., 2004). Em pacientes diabéticos, elevados
niveis de LDL modificado por AGEs se vinculam ao estresse oxidativo
com formacao de células espumosas e placas de ateroma (TAMES et
al., 1992).
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Vale comentar que além da cadeia de formacao, absor¢ao e eliminagcao
dos AGEs, ha fatores genéticos que também podem influenciar seu metabolismo
para cada individuo (LESLIE et al., 2003; VLASSARA et al., 2014).

2.4.2. Produtos finais de glicagdo avangada em alimentos

A taxa de formacéo e a diversidade dos AGEs nos alimentos dependem,
principalmente, dos seguintes fatores (POULSEN et al., 2013; MORRISSEY et
al., 1989):

e Temperatura de processamento;

e Tempo de processamento;

e Composig¢ao dos reagentes;

e Concentracdo dos reagentes;

e Atividade de agua;

¢ Presenca de ions metalicos;

e pH.

A conversdao dos produtos via reacido de Maillard é diretamente
proporcional a temperatura, ao tempo de processamento, a concentragao dos
reagentes e ao pH, visto que quanto mais alcalino € o meio, maior € a taxa de
formacdo dos produtos até se atingir o platé no pH igual a 10. E conhecido que
a velocidade da reacado de Maillard duplica conforme ha aumento de 10°C. A
atividade de agua otima esta entre 0,4 e 0,7, pois ha boa mobilidade dos
reagentes sem ocorrer diluigdo. Os ions metaicos podem atuar como
catalisadores da reacdo (POULSEN et al., 2013; MORRISSEY et al., 1989;
BARBOSA et al., 2016; TREVISAN, 2015).

A exemplo do tempo e temperatura de processamento, quando avaliado
0 escurecimento do alimento como medidor da taxa de reacado de Maillard, os
mesmos resultados foram obtidos nas seguintes condi¢cbes (LEDL et al., 1990):

e 4 semanas a 20°C;

e 3 horas a 100°C;

¢ 5 minutos a 150°C.

Levando-se em conta um consumo médio de alimentos termicamente

processados, como lacteos e café, foi estimado um consumo diario de 1500 a
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4000 pumol de produtos de Amadori, calculado como frutosilina, e de 100 a 300
umol de AGEs, como pirralina e carboximetilisina (HENLE, 2005).

Pesquisadores da Escola de Medicina Mount Sinai, nos Estados Unidos,
investigaram o conteudo em metilglioxal e carboximetilisina em 549 alimentos e
produtos alimenticios de consumo corriqueiro na dieta norte-americana
(GOLDBERG et al., 2004; URIBARRI et al., 2010). Estes estudos verificaram que
os teores de carboximetilisina presentes se relacionavam com o0s niveis
correspondents de metilglioxal, e que, elevados teores de AGEs existiam em
alimentos ricos em proteinas e gorduras, como carnes processadas. Foi
verificado também que dentre os grupos dos cereais processados, como paes,
bolos e biscoitos, apresentavam, surpreendentemente, menor quantidade de
AGEs frente aos alimentos ricos em proteinas e gorduras, como lacteos e
carneos, sugerindo importante influéncia da oxidagao lipidica sobre o teor final
de AGEs encontrado (BARBOSA ef al., 2016).

Em contrapartida, em outro estudo (ASSAR ef al., 2009) no qual foi
guantificado o teor de carboximetilisina em diversas matrizes alimentares, como
paes, carnes, lacteos e oOleos, foi verificado maior conteudo nos alimentos ricos
em carboidratos. Os resultados das medi¢des dos inumeros estudos diferem
entre si e ddo margem para debates a respeito, estando alguns dos resultados
da literatura compilados na FIGURA 7 (BARBOSA et al., 2016).

Os métodos de avaliagao citados na FIGURA 4 sao: cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a detector espectrofotométrico na regido do
ultravioleta (CLAE-UV), teste imunoenzimatico competitivo (ELISA),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem (LC-
MS/MS), cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a espectrometria
de massas tandem (UPLC-MS/MS) e espectrometria de massas (MS).

Um estudo que fez uso do método ELISA para investigar a absor¢ao de
AGEs presentes em alimentos, estimou que cerca de 10% dos AGEs ingeridos
com a dieta s&o absorvidos e que, desta fragao, 66% permanecem no organismo
e apenas 33% ¢é excretado por individuos com fun¢ao renal ndo comprometida
(KOSCHINSKY et al., 1997).
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FIGURA 7 - TEOR DE AGES E ALES EM ALIMENTOS POR METODOS DISTINTOS

Alimentos Conteiddo em AGEs/ALEs Marcador Método
Café 47 U/mL CML ELISA
Café 10,8 - 39,9 ng/kg Ptn Pentosidina CLAE
Café 0~ 618 mg/kg Ptn CML CLAE
Férmula ldctea infantil 5-25 mg/kg Ptn CML GC-MS
Férmula ldctea infantil 54 - 72 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS
Férmula hipoalergénica 135 - 322 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS
Férmula ldctea infantil 4.861 U/g alimento CML ELISA
Leite integral 48 U/g alimento CML ELISA
Leite pasteurizado 198 + 247 ng/mL CML LC-MS/MS
Leite condensado 16.418 = 1338 ng/mL CML LC-MS/MS
Leite UHT 638 + 468 ng/mL CML LC-MS/MS
Leite pasteurizado 2,08 + 0,49 ng/mL CML LC-MS/MS
Leite condensado 205 + 7 ng/mg Ptn CML LC-MS/MS
Leite integral cru 188 + 93 ng/mL CML LC-MS/MS
Bebida achocolatada 1135 £ 449 mg kg Ptn CML LC-MS/MS
Bebida achocolatada 0,38 mg/100 g CML UPLC-MS/MS
Leite pasteurizado 16,2 ng/mg Ptn CML LC-MS/MS
Bebida lictea fermentada 140 U/garrafa CML ELISA
Manteiga 37,01 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS
Manteiga 264,873 Ulg CML ELISA
Frango cozido 11.236 U/g CML ELISA
Frango assado 60.203 U/g CML ELISA
Frango cozido 0,18 0,03 mg/100 g CML UPLC-MS/MS
Frango cozido 19224 pg/100 g Pentosidina CLAE
Frango assado 254 =23 pg/100 g Pentosidina CLAE
Frango cozido 638 =45 pg/100 g CML CLAE
Molho de soja 10-82 pg/100 mL Pentosidina CLAE
Molho de tomate 20 - 76 pg/100 mL Pentosidina CLAE
Aveia 103 408 ng/kg/Ptn CML LC-MS/MS
Aveia 232 - 285 ng/kg/Ptn CML GC-MS
Aveia 42 - 170 mg/kg/Ptn CML ELISA
Pdo, crosta 366 Ulg CML ELISA
Pdo, crosta 388 mg/kg Ptn CML LC-MS/MS
Pdo, miolo 31,4 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS
Pdo, miolo 225 U/g CML ELISA
Pdo branco 0,24 = 0,02 ng CML/100 g CML UPLC-MS/MS

FONTE: Adaptado de BARBOSA et. al., 2016.

Em outro estudo (HE et al., 1999) que empregou carbono marcado ('“C)
e envolveu camundongos, foi possivel registrar que, apos 72 horas, 60% dos
AGEs absorvidos se encontravam no figado e nos rins, embora radioatividade
tenha sido detectada nos pulmodes, coracdao e baco, indicando distribuicéo
generalizada dos AGEs dietéticos. Tanto a provavel afinidade dos produtos finais
de glicacdo avangcada a determinadas proteinas organicas presentes,
principalmente, no figado e nos rins, quanto a interferéncia na taxa de renovag¢ao

celular ainda nao foram completamente elucidadas. Estas limitagbes sobre a
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absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢cao dos AGEs dietéticos no corpo,

denota que ainda ha necessidade de se desenvolver estudos com protocolo

experimental adequado para o esclarecimento de tais questdbes em aberto
(BARBOSA et al., 2016).

2.4.3. Atividade antiglicante

Ha diversas etapas na formacado dos AGEs, portanto, as atividades

antiglicantes podem acontecer a qualquer momento antes da estabilidade final

(YELTSIN, 2017). Em resumo, os mecanismos capazes de atrasar ou reduzir a

sintese de produtos finais de glicagdo avangada séo:

Reducao da formacao de radicais livres durante o processo de
glicacao: o estagio inicial da reacdo de Maillard é acompanhado pela
producdo de uma grande quantidade de radicais livres. Além disso, as
bases de Schiff sdo propensas a oxidagao para produzir radicais livres e
espécies carbonilicas reativas. Logo, na fase inicial da glicacéo, capturar
radicais livres para minimizar o estresse oxidativo e diminuir a producéo
de espécies carbonilicas reativas pode inibir a glicacédo (ZIEMAN et al.,
2004; RABBANI et al., 2016).

Desintoxicacao do metabdlito reativo dicarbonilico MG: a enzima
glioxalase | (GLO 1) faz parte do sistema glioxalase presente no citosol
das células e é responsavel por catalisar a isomerizagao do hemitioacetal,
resultando na conversao espontanea do a-oxoaldeido e glutationa em
derivados da S-2-hidroxiacilglutationa (ZIEMAN et al., 2004; RABBANI et
al., 2016). Foi verificado em camundongos com rins comprometidos em
fase aguda que a baixa expressdo de glioxalase |, causou aumento
significativo da concentragdo de MG (KUMAGAI et al., 2009). Significa
gue elevar a expressao desta enzima, auxilia na desintoxicacdo de MG
do organismo.

Quelar ions metalicos: a producéo de AGEs esta associada a presenca
de ions de metais de transi¢do, logo, quelar esses ions metalicos também
pode inibir a producao de AGEs. Este processo também previne a auto
oxidacao dos acucares redutores e produtos de Amadori para minimizar
a producao de AGEs (ZIEMAN et al., 2004; RABBANI et al., 2016).
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O bloqueio da fungdo do receptor de AGEs (RAGE), a redugao do
estresse oxidativo e da inflamacéo também s&o relevantes. Ha polifendis em
produtos naturais que tém atividade antiglicante e interferem na formacéo de
AGEs através de diferentes mecanismos conforme a TABELA 5 (YEH ef al.,
2016).

De acordo com a TABELA 6, sistemas enzimaticos protetores existem em
células de diferentes grupos taxonémicos que previnem a glicagéo ou reparam
proteinas glicadas (AVEMARIA et al., 2012; GOERNER et al., 2013; KAMEYA et
al., 2015; RABBANI et al., 2015; SWERGOLD, 2013; VAN SCHAFTINGEN et al.,
2012; YAN, 2014).



TABELA 5 - ATUAGCAO DOS BIOATIVOS DURANTE AS ETAPAS DA GLICAGAO

MECANISMO

BIOATIVO

FUNGAO

REFERENCIA

Inibicdo de EROs

Inibicdo da formagéo de
MG

Desintoxicagéo do MG

Inibicdo da formagédo
prejudicial de AGEs

Acidos fendlicos

Lignanas (gergelim)

Propriedades antioxidantes

Inibicdo de NADPH oxidase
mediada por EROs

WU et al., 2010

KONG et al., 2015

Estilbenos (resveratrol)

LIU et al., 2013; SEO et

al., 2014
Propriedades antioxidantes
Flavonsides SADOWSKA; BARTOSZ
etal., 2014
Acidos fendlicos LO et al., 2011
Estilbeno (estilbeno
glicosideo) LV et al., 2010
Flavonoides (hesperdina) Lletal, 2012
Aprisionamento de MG
Flavonoides (quercetina) Lletal, 2014

Flavonéides (EGCG)

Flavondides
(procianidinas)

WANG et al., 2016

CAl et al., 2011

Estilbenos (resveratrol) +
Flavonoides
(hesperdinas)

Ativagdo da enzima GLO |

XUE et al., 2016

Acidos fendlicos

Inibicéo da formagdo de AGEs
(CML e CEL)

SILVAN et al., 2011;
MUTHENA et al., 2012

50

(continua)
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MECANISMO BIOATIVO FUNGAO REFERENCIA
Estilbenos (resveratrol) CIDDl et al., 2014
. Flavonoides (flavonas) Inibicéo da formagdo de AGEs WU et al., 2005
Bloqueio dos receptors
(RAGE) . .
Flavonoides (hesperdina) Lletal, 2012
Estilbenos (resveratrol) Melhora de complicagdes KHAZAEI et al., 2016;
diabéticas MORIDI et al., 2015
FONTE: Adaptado de YEH et al., 2016
TABELA 6 - ENZIMAS ANTIGLICANTES E DEGLICANTES. (continua)
ENZIMA NATUREZA DA REAGAO DE CATALISE
ENZIMAS ANTIGLICANTES

Inativagdo dependente de glutationa de metilglioxal com formagéo de D-

Glioxalases | e lactoglutationa e D-lactato

Oxidacéo dependente de NAD(P)H de aldeidos e acidos carboxilicos

Aldeido desidrogenase
correspondentes

Reduc¢ao dependente de NADPH de aldeidos para polidis

Aldose redutase
correspondentes

ENZIMAS DEGLICANTES
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ENZIMAS DEGLICANTES

Amadoriase
(frutosamina-3-quinase;
proteinas semelhantes)

Amadoriase |l

(frutosamina oxidase)*

Frutosamina-6-quinase*

Deglicase*

Proteinas DJ-1 (PARK7)
HSP30

Fosforilagdo de produtos de Amadori seguida de sua clivagem de
residuos de aminoacidos e formac&o de 3-desoxiglucosona e outros
dicarbonilicos

Oxidagéo de produtos de Amadori por oxigénio com formagéo de
peréxido de hidrogénio e apés clivagem de glicosona a partir de residuos
de aminoacidos

Fosforliagéo de frutosamina em frutosamina-6-fosfato

Hidrolise da ligac&o frutosamina-6-fosfato com residuo de aminoacido e
formacgé&o de glicose-6-fosfato

Reducéo de adutos de lisina, arginina e cisteina com glioxal e MG
acompanhado de clivagem de glicolato e D-lactato

FONTE: Adaptado de YELTSIN, 2017.
LEGENDA: * Encontrado apenas em procariotos.
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A primeira linha de defesa compreende enzimas antiglicantes que
metabolizam as espécies carbonilicas reativas em polidis ou acidos (RABBANI
etal., 2015; SWERGOLD, 2013; YAN, 2014), sendo o sistema de glioxalase para
inativacdo do metilglioxal e outros intermediarios dicarbonilicos o mais ativo. A
segunda linha de defesa é representada por enzimas de atividade deglicante
(VAN SCHAFTINGEN et al., 2012). Foi demonstrado que a expressdo de
glioxalase 1, aldose redutase e aldeido desidrogenase foi ativada pelo fator de
transcricdo NRF-2, que afetou o elemento responsivo antioxidante (ERA) e
aumentou o estresse carbonilico como um mecanismo compensatorio
(RABBANI et al., 2015). A atividade de deglicacao foi relatada recentemente para
as proteinas da familia PTFL/DJ-1 (PARK7)/HSP 30 envolvidas na patogénese
da doenca de Parkinson (AVEMARIA et al., 2012). O desenvolvimento acelerado
de neurodegeneracao foi observado em individuos portadores de alelos com
muta¢des para enzimas com atividade diminuida (RICHARME ef al., 2015).

As enzimas de deglica¢do encontradas apenas em procariotos e fungos
sdo de importancia significativa para a construgdo de biossensores para a
deteccdo de proteinas glicadas no sangue e nos tecidos (KAMEYA et al., 2015).
E fundamental notar que as proteinas antiglicantes e deglicantes estéo
localizadas intracelularmente e n&o protegem as proteinas da matriz intercelular,
como o colageno (SERGIEV et al., 2015). Além disso, essas enzimas podem
afetar apenas os produtos dos estagios inicial e intermediario da glicacdo. Os
produtos finais do processo nao podem ser eliminados da composicdo da
proteina, que, neste caso, deve ser submetida a protedlise completa em
lisossomos ou proteossomos. Os sistemas proteoliticos compreendem a terceira
linha de defesa do proteoma contra a glicagéo. Este processo ocorre ativamente
em microfagos. Os produtos da protedlise de proteinas glicadas, como
oligopeptideos e aminoacidos individuais que transportam AGEs, circulam no
sangue e s&o removidos do corpo na urina (EMEL'YANOV, 2010; RABBANI et
al., 2014; WHITCOM et al., 2015).

Apesar de ter sido comprovado o papel da glicagao na patologia humana,
os resultados de testes clinicos de intervencao farmacéutica neste processo
revelaram resultados ambiguos. Varios alvos para os potenciais compostos
protetores podem ser identificados, como apresenta a FIGURA 8. Primeiro, esta
€ a propria agéo antiglicagdo — competicao com alvos moleculares de glicacéo
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para ligagdo com monossacarideos, ligagdo de produtos de Amadori e/ou
compostos carbonilicos. Em segundo lugar, pode ser a ligagéo de radicais livres
ou ions metalicos iniciando o desenvolvimento de estresse oxidativo. Terceiro,
pode ser a ligacdo de AGEs e a respectiva clivagem da molécula de proteina,
que ¢é a deglicagdo. Por fim, a protecdo contra a glicagdo pode ser realizada
impedindo a interagdo dos AGEs com o receptor RAGE ou durante os estagios
pos-receptor (EMEL'YANOV, 2010; KULKARNI et al., 2013; PENG et al., 2011).
Muitas vezes ¢ dificil distinguir estes mecanismos em condi¢des experimentais
e, em particular, durante estudos clinicos. E provavel que compostos que
empregam varios mecanismos exibam o melhor efeito protetor (YELTSIN, 2017).

Os compostos antiglicantes sao capazes de formar ligacées covalentes
tanto com monossacarideos quanto com produtos de glicagdo. As substancias
que exibem este tipo de acdo possuem grupos contendo nitrogénio (amino-,

hidrazina- ou guanidina-) ou grupo tiol em sua composicao.

FIGURA 8 - ALVOS DE COMBATE A GLICAGCAO. PROTEINAS, FOSFOLIPIDIOS E ACIDOS
NUCLEICOS REAGEM COM MONOSSACARIDEOS FORMANDO PRODUTOS DE
AMADORI, OS QUAIS, POR SUA VEZ, GERAM COMPOSTOS CARBONILICOS E, POR FIM,
OS AGES. O SISTEMA DE DEFESA ENDOGENO-ENZIMATICO ATUA NOS PRODUTOS DE
AMADORI E COMPOSTOS CARBONILICOS. OS COMPOSTOS ANTIGLICANTES ATUAM
TANTO NOS PRODUTOS DE AMADORI E COMPOSTOS CARBONILICOS, QUANTO NOS
MONOSSACARIDEOS. OS COMPOSTOS DEGLICANTES ATUAM DIRETAMENTE NOS
AGES. 0S BLOQUEADORES DE SINAIS DE AGES ATUAM NAS CELULAS.
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FONTE: Adaptado de EMEL'YANOV, 2010

Entre os derivados aminados, preparacoes de vitaminas do complexo B e
seus derivados (tiamina, benfotiamina, piridoxamina, carnitina e acido folico),

acido aminosulfénico, taurina, poliaminas enddgenas (espermina, espermidina e
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outras), bem como oligopeptideos (carnosina), exibem atividade antiglicante
(AVEMARIA et al., 2012; KULKARNI et al., 2013; SADOWSKA-BARTOSZ et al.,
2014). A aminoguanidina € um dos antiglicantes mais conhecidos no meio
cientifico e frequentemente € usada em experimentos como antiglicante padréao.
Entretanto, sua baixa disponibilidade e rapida depuracdo renal nao permitem
criar uma concentragao suficientemente alta deste composto nos fluidos do
organismo (EMEL'YANOV, 2010; EMEL'YANOV et al., 2010; ENGELEN et al.,
2013; NENNA et al., 2015).

Deglicantes sao denominados na literatura inglesa como AGE-breakers
ou degradadores de produtos finais de glicagdo avangada. Ha componentes
naturais e sintéticos que pertencem a este grupo. A maioria dos dados
experimentais trata dos derivados sintéticos de fenilacetiltiazélio, como ALT-711
ou alagebrium, PTB ou brometo de fenilacetiltiazolio (SADOWSKA-BARTOSZ et
al., 2014; YAMAGISHI, 2012; KIM et al., 2013). A eficiéncia clinica do alagebrium
foi estudada de 2000 a 2010. O uso deste componente por 2 a 3 meses em
tratamento de pacientes com hipertenséo arterial e insuficiéncia cardiaca crénica
resultou na diminuicido da pressdo de pulso, normalizacido dos indicadores
ecocardiograficos, melhora de funcdo endotelial e qualidade de vida no geral
(ENGELEN et al., 2013; NENNA et al., 2015; OUDEGEEST-SANDER et al.,
2013). No entanto, observagdes de 9 a 12 meses em estudo mais longo,
mostraram que os efeitos ndo eram estaveis e nao houve diferengas nos niveis
de AGEs no sangue frente ao grupo placebo (FUJIMOTO ef al., 2013;
WILLEMAN et al., 2010).

Polifendis vegetais, como resveratrol, acido ferulico, acido galico,
epigalocatequina e galato de epigalocatequina (EGCG), bem como uma série de
outros compostos de acidos fenolicos e classes de flavonoides e seus
glicosideos com monossacarideos naturais, demostraram ser eficazes na
protecao contra a glicacao (ELOSTA et al., 2012; SADOWSKA-BARTOSZ ef al.,
2014; SADOWSKA-BARTOSZ ef al., 2015). A analise da relagdo estrutura-
funcdo nos polifendis, os quais sao inibidores de glicagado, evidenciou que o0s
acidos polifendlicos apresentaram a maior atividade, cuja redugado se deu nos
casos em que os grupos hidroxila foram metilados e glicosideos com
monossacarideos foram formados (XIE et al., 2013). Curcumina, quercetina,
acido cafeico e EGCG demonstraram atividade geroprotetora nos experimentos
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com camundongos, Drosophila melanogaster € 0 nematdide Caenorhabditis
elegans (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2015).

O acido rosmarinico, dimero do acido cafeico, € um polifenol que
apresenta particular interesse, uma vez que exibe inumeros efeitos biologicos:
antioxidante, membranotropico, radioprotetor e anti-inflamatério (AZAROVA et
al., 2010; BUDANTSEV et al., 2012; POPOV et al, 2014). A atividade
antioxidante do acido rosmarinico supera aquelas exibidas por antioxidantes
padrao, como diidroquercetina, trolox e acido ascorbico. O efeito deglicante do
acido rosmarinico in vitro foi relatado e superou o ALT-711 na sua capacidade
de romper ligacdes cruzadas na albumina sérica bovina incubada com ribose,
enquanto a carnosina e a aminoguanidina ndo exibiram atividades deglicantes
(JEAN et al., 2015). Dos outros polifenois vegetais derivados do acido cafeico, o
acido rosmarinico apresenta a maior atividade deglicante e seu efeito
geroprotetor se manifestou de modo a aumentar a vida util de camundongos e
do nematoide Caenorhabditis elegans durante a modelagem de esclerose lateral
amiotréfica (PIETSCH et al., 2011; SHIMOJO et al, 2010; SADOWSKA-
BARTOSZ et al., 2015).

2.4.4. Técnicas analiticas relevantes

Diversos métodos tém sido utilizados para se detectar a ocorréncia das
reacoes de glicagado e sua inibicao frente a substéncias teste. Estes métodos se
baseiam na formacgéo de produtos de Amadori € na energia gerada durante o
percurso de produgdo de AGEs e liga¢gdes cruzadas. Alguns destes métodos
sdo: cromatografia liquida de alta performance, espectrometria de massa,
espectroscopia de fluorescéncia e outros que utilizam anticorpos com fung¢ao
anti-AGEs. Em muitos destes procedimentos, a albumina de soro bovino, a
hemoglobina, as lisozimas e o colageno s&o utilizados como alvo tanto para
acgucares redutores quanto para componentes carbonilicos reativos, como MG
(GUTIERREZ, et al., 2010; MUTHENA, et al., 2012; ADISAKWATTANA, et al.,
2012; XI, et al., 2008; WEI, et al., 2009; CHOMPOQOO, et al., 2011). De modo geral,
os métodos podem ser divididos em imunoquimicos, como ELISA e WB, e
bioanaliticos, como espectroscopia de fluorescéncia, HPLC, MALDI-ToF e LC-
MS (CORICA et al., 2021). Também & mencionado o método TBARS para
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averiguacado da formacéo do precursor de ALEs ou produtos de lipoxidacao
avancada.

2.4.5. Ensaios imunoquimicos

Do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ou ELISA, é uma
técnica versatil. Ha kits comerciais com sensibilidades diferentes disponiveis
tanto para se testar AGEs nao fluorescentes, como CML e MG, quanto AGEs
fluorescentes, como pentosidina. A matriz de medi¢cao pode variar entre soro,
plasma e outros fluidos ou tecidos biologicos. Devido a sua abordagem simples
e rapida, ELISA talvez seja a técnica mais comum utilizada na detecgao de AGEs
na pratica clinica. Normalmente, sdo empregados modelos competitivos e em
sanduiche, sendo a determinacéo de um complexo anticorpo-antigeno baseada
na quimioluminescéncia, fluorescéncia ou reacao colorimétrica. Por exemplo, a
medicdo de MG se baseia na determinagao de MG ligado ao LDL (SAKHAROV
et al., 2013).

Os ensaios ELISA empregam anticorpos diferentes para detectar os
mesmos AGEs quimicamente definidos, sendo os AGEs ligados a proteinas os
principais medidos via ELISA. Desta forma, os meétodos cromatograficos
permitem a determinagéo sensivel e especifica com técnicas mais precisas do
gue 0s ensaios imunoquimicos quantitativos. Geralmente, os niveis plasmaticos
de AGEs ensaiados anticorpos monoclonais sao semelhantes aos obtidos via
anticorpos policlonais. Esforcos vém sendo realizados para se produzir epitopos
monoclonais especificos e, entdo, se alcancar resultados mais relevantes
(PERRONE et al., 2020; MUNCH et al., 1997).

WB ou Western Blot é considerado um procedimento de rotina que
permite identificagdo de antigenos especificos em amostras de fluidos e tecidos.
As proteinas presentes no soro, plasma ou tecidos homogeneizados sao
primeiramente separadas em géis de poliacrilamida com docecilsulfato de sédio
com base no peso molecular, e entdo eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose ou PVDF. Apds a incubagao com tampao de blogueio para reduzir
a ligacdo néao-especifica de anticorpos, as membranas s&o incubadas com
anticorpos contra AGEs e depois com anticorpos secundarios, geralmente

conjugados com HRP ou corantes fluorescentes para deteccéo
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quimioluminescente ou fluorescente (FREIDJA et al., 2014; MACHAHUA et al.,
2016; KRISHNAMOORTHY et al., 2018). Diversos instrumentos e dispositivos
estdo disponiveis para se obter sinais quimioluminescentes ou fluorescentes
uteis na quantificagdo de AGEs. Entretanto, anticorpos e equipamentos podem
ser caros.

Apesar de WB ter alta sensibilidade, produz apenas dados
semiquantitativos e os resultados podem ser influenciados pela experiéncia do
usuario. Além disso, anticorpos primarios e secundarios podem se ligar nao
especificamente a outras proteinas (PILLAI-KASTOORI et al.,, 2020). Neste
sentido, embora seja amplamente utilizado em pesquisas, ndo € facilmente

aplicado a pratica clinica no campo da analise de AGEs.

2.4.6. Ensaios bioanaliticos

A deteccgao via espectroscopia de fluorescéncia ¢ amplamente utilizada
para medicao de AGEs de amostras de sangue e saliva, bem como de tecidos
como a pele. A quantidade de AGEs fluorescentes pode ser medida em Aex de
310 nm e Aem de 440 nm em amostras diluidas com solucao salina tamponada
com fosfato (PBS) a pH 7,4. A intensidade de fluorescéncia é geralmente
expressa em unidades arbitrarias (AU) por mL de soro ou plasma (AU/mL) ou
em AU/g de proteina total (CORICA et al., 2019; RUGGERI et al., 2020;
RUGGERI et al., 2016; PERRONE et al.,, 2020; GUERIN-DUBOURG et al.,
2017). Embora este meétodo seja caracterizado pela aplicacéo simples e rapida,
ele ndo consegue detectar a maioria dos AGEs n&o fluorescentes e sofre
interferéncia de outros fluoroforos na medigao global (ASHRAF et al., 2015;
STROZECKI et al., 2013).

A espectroscopia de autofluorescéncia da pele (SAF) é a técnica
espectroscopica mais amplamente empregada devido a possibilidade de
medi¢ao rapida, simples e nao invasiva, sendo que estima o acumulo de AGEs
fluorescentes na pele (CORICA et al., 2021). De maneira resumida, o leitor de
autofluorescéncia ilumina 4 cm? da superficie da pele, evitando a luz circundante,
com uma fonte de luz de excitagdo a 370 nm. Os sinais de emissio e excitacao
refletidos pela pele sdo medidos na faixa de 300 a 600 nm. A quantidade de

fluorescéncia é calculada dividindo a intensidade de luz média do espectro de
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emissado, 420-600 nm, pela intensidade de luz média do espectro de excitacao,
300-420 nm, multiplicada por 100 e expressa em unidades arbitrarias. SAF é
empregando medindo AGEs com leitores eletrdnicos disponiveis
comercialmente. Brevemente, uma fonte ilumina a pele do antebrago do paciente
via janela de iluminagdo. Depois, a luz emitida pela pele é medida no leitor de
espectrometro integrado e o valor de fluorescéncia da pele € exibido na tela,
sendo os resultados comparados com aqueles de individuos saudaveis. A
medicdo em peles escuras € limitada, pois sofre intereferéncia da melanina e
acaba subestimando o teor de AGEs (AHDI et al., 2015).

Evidéncias recentes destacam a possibilidade de métodos
cromatograficos oferecerem excelente sensibilidade e bom desempenho
analitico para avaliar o perfil bioquimico de compostos glicados em tecidos e
amostras de sangue. Métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de
massas, como cromatografia liquida-espectrometria de massa em tandem (LC-
MS/MS) e GC-MS, tém atraido cada vez mais atenc¢ao devido a sua capacidade
de separar eficientemente os diferentes compostos resultantes da glicacéo,
gerando mais de 20 AGEs. Entre estes produtos, alguns compostos parecem ser
mais relevantes, como CML, CEL, pirralina, pentosidina e MOLD (VISTOLI et al.,
2013; AHMAD et al., 2017).

Neste contexto, muita atencao tem sido dada ao desenvolvimento de
métodos para dosar a pentosidina, que representa um composto fluorenscente
formado pela reticulagdo entre arginina e lisina, que € estavel sob hidrdlise acida
de proteinas e é detectavel em concentracdes muito baixas devido a sua
caracteristica de fluorescéncia (ASHRAF ef al., 2015). A determinagao de
pentosidina por fluorescéncia intrinseca representa uma abordagem simples e
tem maior sensibilidade e especificadade em comparacdo a outros métodos
(AHMED et al., 2002).

MALDI-TOF ou matrix assisted laser desorption/ionization — time of flight
€ uma técnica analitica utilizada para diferentes substancias na qual a amostra
€ preparada misturando ou revestindo o produto de interesse com um composto
organico absorvente de energia — esse € o denominado matriz. Quando a matriz
cristaliza durante a secagem, o produto aprisionado na matriz co-cristaliza. A
amostra dentro da matriz é ionizada de modo automatizado com um feixe de raio
laser (SINGHAL et al., 2015; YATES, 1998). A dessorgéo e a ionizagdo com o
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feixe de laser geram ions protonados individualmente a partir dos analitos na
amostra. Os ions protonados sao, entdo, acelerados a um potencial fixo, onde
se separam uns dos outros com base na sua relagdo massa-carga (m/z). Os
analitos carregados sdo detectados pelo tempo de voo ou TOF. A razdo m/z de
um ion é medida determinando o tempo necessario para que ele percorra o
comprimento do tubo de voo (SINGHAL ef al., 2015; YATES, 1998). Alguns
analisadores TOF incorporam um espelho de ions na extremidade traseira do
tubo de voo, que serve para refletir os ions de volta através do tubo de voo até
um detector. Assim, o espelho ibnico ndo apenas aumenta o comprimento do
tubo de voo, mas também corrige pequenas diferengas de energia entre os ions
(SINGHAL ef al., 2015; YATES, 1998). Para realizar a verificagao da glicagéo €
utilizada a EQUACAO 1:

N = MMproteina glicada_MMproteina nativa (1 )

MM gctcar redutor

Na qual MM simboliza a massa molar e N é 0 numero de por¢oes de
acucar (GHOSH et al., 2023).

RP-HPLC ou reversed-phase liquid chromatography em coluna unica vai
além dos métodos abordados anteriormente, onde eram necessarios sistemas
de dupla cromatografia para quantificagéo precisa de pentosidina (SPACEK et
al., 2002; WILKER et al., 2001; SAITO et al., 1997). O RP-HPLC representa um
meétodo rapido, simples e sensivel que tem sido usado para a determinacao de
pentosidina ligada a proteinas no plasma, apresentando um limite de detec¢ao
de 0,02 pmol/mg de proteina (SCHEIJEN et al., 2009). Os niveis de pentosidina
sdao medidos usando um procedimento de duas etapas, primeiro separando com
um gradiente e depois com uma corrida isocratica. Este método elimina as
impurezas fluorescentes produzidas durante a hidrélise da proteina e a coelui¢cao
com pentosidina. Entretanto, o ensaio cromatografico tem sido empregado com
sucesso para a quantificacdo de diferentes AGEs, como CML e CEL. A
determinacao de compostos que ndo possuem fluorescéncia nativa
normalmente inclui uma etapa de derivatizacdo anterior. Por exemplo, esses
compostos foram derivatizados para quinoxalinas fluorescentes, entre outros
(AHMED et al., 2002; HURTADO-SANCHEZ et al., 2012).

Nas ultimas décadas, diferentes técnicas baseadas na analise LC-MS de

produtos de glicagdo tém sido empregadas. As vantagens essenciais desses
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procedimentos sdo tempos de analise curtos e resolucao analitica relativamente
alta. A implementagao de MS para analisar produtos de glicagdo de proteinas
aumenta drasticamente a sensibilidade, seletividade, precisdo e robustez do
método para avaliar os niveis de aminoacidos glicados individuais (RABBANI et
al.,2016; WEl et al., 2017), peptideos (GREIFENHAGEN et al., 2015) e proteinas
(ZHANG et al., 2011). Assim, como para outros biomarcadores (TORMA et al.,
2017; ANDREIS et al., 2014), MS poderia ser um método de referéncia candidato
para a quantificacao confiavel de AGEs especificos, e para o desenvolvimento
de calibradores que poderiam ser usados para a padronizacdo de outras
técnicas. Por outro lado, esta técnica pode ser considerada um método caro,
embora se aumentando o numero de dosagens formadas possa resultar na
reducao de gastos (CORICA ef al., 2021).Vale citar que Genuth e colaboradores
(2015) realizaram biopsias na pele de jovens pacientes com Diabetes Mellitus
tipo 1, relacionando que a presenca de AGEs modificadores do colageno
dérmico, como glucosepano e metilglioxal hidroimidazolona, medidos via LC-MS
estdo fortemente associados ao desenvolvimento deletério (até 17 anos) de

retinopatia diabética, nefropatias e neuropatias.

FIGURA 9 - PRINCIPIO TBA OU TBARS, SENDO MA O ALDEIDO, OU DIALDEIDO,
MANLONICO, E TBA-MA ADDUCT A REPRESENTACAO DOS ADUTOS RESULTANTES
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FONTE: XIAO et al., 2020.

O rapido ensaio de TBA ou TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) utiliza o acido-2-tiobarbiturico para interagir com o produto de
oxidacao lipidica, aldeido malbnico, para formar um componente rosa com valor
maximo de absorcdo em 532 nm, conforme apresentado pela FIGURA 9. O
resultado do teste €, geralmente, expresso como o produto entre a absorbancia
a 532 nm e o coeficiente de absorcéo do aldeido maldnico. Este resultado é
comumente referido como o valor TBARS, podendo ser representado também
como a capacidade de inibicdo da oxidagao lipidica (BROWNLEY; LACHMAN,
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1965). Esse ensaio se torna relevante por conta da formac¢éo do precursor dos
ALEs , aldeido maldnico (BARBOSA et al, 2016).

A TABELA 7 apresenta um resumo dos marcadores de cada metodologia
com suas respectivas vantagens e desvantagens.

TABELA 7 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS TECNICNAS DE DETECCAO DE ADUTOS
DE GLICACAO E LIPOXIDACAO

METODO MARCADORES VANTAGENS DESVANTAGENS
CML, MG, CEL, Simples, uso de Baixa especificidade,
ELISA L equipamento comum . -
pentosidina de laboratério baixa reproductibilidade
Dados semiquantitativos,
WB CML, CEL, MG Sensibilidade diferengas inter-
laboratoriais, necessidade
de bidpsia tecidual
N&o detecta AGEs nao
Espectroscopia Simples e rapida fluorescentes,
Pentosidina . interferéncia de outros
fluorescente aplicacéo .
fluoréforos, resultados em
unidades arbitrarias
CML, CEL, MG, - S . i
raling Rap|dg gphcagao, Equamento especifico,
HPLC P . sensibilidade e time especializado,
pentosidina, resolugdo derivatizagdo necessaria
MOLD ¢ ¢
Sem especifidade das
MALDI-TOF Inespecifico S|mple.s e I'Nap|da mpleculas formadgg,
aplicagéo equipamento especifico,
time especializado
. . Nao permite analisar a
Simples e permite a ;
Eletroforese em i~ e proteina total, sem
Inespecifico separacdo de g .
gel 2D especificidade da proteina
amostras complexas
formada
Sensibilidade,
seletividade, precis&o, Alto custo, instrumentos
CML, CEL, MG, sem etapas de o .
LC-MS/MS S . especializados, time
GO, 3-DG derivagdo necessarias, S
o especializado
analise de alta taxa de
transferéncia
Aldeido malbnico Simoles e rapida Sem especificidade das
TBARS* e espécies nao P P

especificas

aplicacéo

moléculas formadas, baixa
reproductibilidade

FONTE: Adaptado de CORICA et al., 2021.

LEGENDA: * Exclusivo para lipoxidagéo
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados
durante o desenvolvimento deste trabalho. Os ensaios foram realizados nos
seguintes laboratérios: Laboratério de Termodinamica e Operacbes de
Separacgao (UFPR), Laboratério de Reologia e Emulsées (UFPR), Laboratério de
Tecnologia em Alimentos (UFPR), Laboratorio Multiusuarios de Equipamentos e
Analises Ambientais (UTFPR), Laboratério de Microbiologia (UTFPR),
Laboratdério de Bioguimica e Biologia Molecular (UFPR), Laboratorio Multiusuario
de Analises Quimicas (UTFPR), Laboratorio de Pesquisa e Pos-Graduagao em
Alimentacdo e Nutricdo (UFPR), Laboratorio de Analise Cinética e
Termodinémica (LACTA).

3.1 MATERIAL

A TABELA 8 apresenta os reagentes utilizados durante as etapas de
preparo e analise. Todos os reagentes apresentaram alto grau de pureza. As
gemas dos ovos utilizados na analise anti-lipoxidagdo foram adquiridos em
mercado local, fabricados por Katayama Alimentos Ltda, Unidade de
Beneficiamento de Ovos e Derivados, Rod. Marechal Rondon km 557 —
Guararapés, SP, CEP 16700-000; CNPJ 47.765.979/0001-52; IE
330.005.110.110. Industria Brasileira. Registro no Ministério da Agricultura
SIF/DIPOA sob n° 0153/1987. Foram homogeneizadas gemas de 3 ovos
diferentes previamente ao uso. TABELA 9 apresenta as cepas de bactérias.

TABELA 8 - LISTA DE REAGENTES (continua)
REAGENTE MASSA MOLAR N° DO CAS PUREZA MARCA
Acetato de Etila 88,11 141-78-6 99,5% Neon
Acetona 58,08 67-64-1 - Neon
Acido Acético Glacial 60,05 64-19-7 99,8% Neon
Acido Trifluoroacético 114,02 76-05-1 >99,9% Exodo Cientifica
Acetonitrla 41,05 75-05-8 >99,9% Neon
Acido Cloridrico 36,46 7647-01-0 37% Anidrol
Acido Galico 170,12 149-91-7 >99,0% Sigma-Aldrich
Acido Nitrico 63,01 7697-37-2 65% Neon
Acido Rosmarinico 360,31 20283-92-5 >99,0% Sigma-Aldrich

REAGENTE MASSA MOLAR N° DO CAS PUREZA MARCA
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Acido Sulfarico 98,08 7664-93-9 >99,0% Neon
Acido Tiobarbitrico 144,15 504-17-6 >99,0% Exodo Cientifica
Agar Muller Hinton - - - Kasvi
Albumina de Soro . 9048-46-8 . Sigma-Aldrich
Bovino
Alfa-amilase - 9000-85-5 Sigma-Aldrich
Amiloglucosidase - 9032-08-0 - Sigma-Aldrich
Amoxicilina - - - EMS
Azida Sédica 65,01 26628-22-8 - Neon
Butanol 74,12 71-36-3 >99,0% Neon
Carbonato de Sédio 105,99 497-19-8 99% Nuclear
Catequina 290,27 154-23-4 >99,0% Sigma-Aldrich
Cloreto de Potassio 74,55 7447-40-7 - Synth
Cloreto de Sddio 58,44 7647-14-5 99,0% Exodo Cientifica
D-frutose 180,16 57-48-7 - Synth
Diclorometano 84,93 75-09-2 99,8% Exodo Cientifica
Dimetilsulféxido 78,13 67-68-5 >99,0% Neon
DPPH 394,32 1898-66-4 - Sigma-Aldrich
Etanol 46,07 64-17-5 >99,5% CRQ
Eter de Petréleo - 101316-46-5 - Neon
Folin Ciocalteau - - - Sigma-Aldrich
Fosﬁto de Potassio 136,09 7778-77-0 - Synth
onobasico
Fosfato de Sodio 268,07 7558-79-4 - Synth
Bibasico
Hexano 86,18 110-54-3 95% Neon
Peroxido de 34,01 7722-84-1 35% Exodo Cientifica
Hidrogénio
Protease - 9014-01-1 - Sigma-Aldrich
Solugdo Mc Farland - - - Bio Mérieux
Sulfato Ferroso 278,01 7782-63-0 99% Sigma-Aldrich
Tris-HCI 157,60 1185-53-1 >99,0% Sigma-Aldrich
Trolox 250,29 53188-07-1 97,0% Sigma-Aldrich
FONTE: O autor (2024).
TABELA 9 - LISTA DE BACTERIAS
BACTERIAS MARCA
Escherichia coli ATCC® 25922TM
Staphylococcus aureus ATCC® 25923TM

FONTE: O autor (2024).
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3.2 METODOS

A FIGURA 10 apresenta visdo geral dos experimentos que foram

realizados para que o objetivo proposto fosse atingido.
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FIGURA 10 - DIAGRAMA DE BLOCOS DAS PRINCIPAIS ETAPAS DURANTE A OBTENGCAO DOS EXTRATOS DE ORA-PRO-NOBIS E AVALIACAO
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FONTE: O autor (2024).
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3.2.1. Matéria prima: obtencao e preparo

Tanto as folhas quanto os frutos de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Miller) foram obtidos a partir da mesma fonte e coletados na mesma data de
25/10/2022: Arroio das Tocas, Papagaios Novos, Palmeira, Parana, Brasil (S -
25° 041" 141”7 e W -50° 024’ 759"), cadastro SisGen A5F09C2, exsicata UPCB
106378; codigo 0057367. Apos a coleta, as folhas foram higienizadas e secas
em estufa com circulagao de ar (FABBE) a 45°C durante 24 horas. Em seguida,
foram moidas em moinho de facas e peneiradas em malha de 20 mesh. O po
obtido (FIGURA 17) foi armazenado a vacuo em sacos plasticos de polietileno
de baixa densidade (PEBD), sendo mantidos refrigerados (4°C) ao abrigo da luz
até o momento das extragbes. Os frutos foram higienizados e secos a
temperatura ambiente antes da retirada manual dos espinhos. Depois foram
congelados a -6°C e liofilizados em equipamento disponivel (Liobras, Liotop
L101, Brasil), moidos em moinho de facas e peneirados em malha de 20 mesh.
O po obtido (FIGURA 11) foi armazenado a vacuo em sacos plasticos de
polietileno de baixa densidade (PEBD), sendo mantidos refrigerados (-6°C) ao

abrigo da luz até o momento das extragoes.
FIGURA 11 - AMOSTRAS SECAS: FRUTOS E FOLHAS, RESPECTIVAMENTE

FONTE: O autor (2024).

3.2.2. Composigao centesimal

Conforme apresentado na FIGURA 10, a composi¢cao centesimal foi

realizada com as folhas e frutos in natura. As quantificacées foram realizadas



68

para as seguintes variaveis, sendo o teor de carboidratos avaliado pela
diferenca:

¢ Umidade e cinzas — secagem direta da amostra em estufa a 105°C
até massa constante, monitorada com o auxilio de balanca
analitica. Em seguida, a amostra é colocada em forno tipo Mufla a
550°C durante aproximadamente 2 horas. Os resultados sé&o
expressos em porcentagem (lAL, 2008);

o Lipideos ou extrato etéreo — extracdo direta em extrator tipo
Soxhlet utilizando éter de petroleo (IAL, 2008);

e Proteinas — utilizado o processo de digestao de Kjedahl com acido
sulfurico, o qual consiste na decomposi¢cao da matéria organica
convertendo o nitrogénio (N) presente em amoénio. O teor de
proteina bruta ou PB foi determinado através da multiplicacdo de N
pelo fator de conversao (AOAC, 2005);

e Fibras — determinagao através de meétodo enzimatico-gravimeétrico
de descrito pela AOAC (2005) como numero 985.29.

3.2.3. Perfil mineral

A determinagcdo dos mineirais se deu pela metodologia proposta por
Oliveira e Naozuka (2021) através da técnica de espectrometria de absorgéo
atbmica em chama (FAAS) com adaptag¢des. As massas das amostras secas
pesadas foram colocadas em tubos de microondas de digestéo. Foi adicionado
6 mL de HNO3 65% e 1 mL de H202 30%. A digestao foi realizada em forno de
microondas com uma rampa de aquecimento inicial até 100°C e uma segunda
rampa até 190°C permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Apods
digestao foram avolumadas para 25 mL e analisadas no FAAS da marca Avanta,
modelo GBC. As lampadas utilizadas foram para cadmio, chumbo, aluminio,
ferro, manganés, magnésio, cromo, zinco, cobre, niquel e calcio. Os metais sodio
e potassio foram analisados no fotbmetro de chama da marca Digimed, modelo
DM61. Os parametros constantes utilizados foram: tempo de leitura de 3,0
segundos, triplicata, chama de ar-acetileno (para aluminio N2O-acetileno),
angulo de queima 0°, calibracéo linear, fluxo oxidante 16,6 I/min (para aluminio
13,9 I/min). A TABELA 10 apresenta os parametros variaveis utilizados.
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TABELA 10 - PARAMETROS PARA ABSORGAO ATOMICA

METAL FLUXO DE CORRENTE DA COMPRIMENTO LARGURA DA

COMBUSTIVEL LAMPADA DE ONDA FENDA
Pb 1,34 |/min 5mA 283,3 nm 0,5 nm
Al 4,52 |/min 10 mA 396,2 nm 0,5 nm
Fe 1,34 I/min 7 mA 248,3 nm 0,2 nm
Mn 2,00 I/min 5mA 279,8 nm 0,2 nm
Mg 2,00 I/min 3mA 202,6 nm 1,0 nm
Cr 1,34 |/min 6 mA 357,9 nm 0,2 nm
Zn 2,00 I/min 5 mA 213,9 nm 0,5 nm
Cu 2,00 I/min 3mA 324,7 nm 0,5 nm
Ni 1,34 I/min 4 mA 341,5nm 0,2 nm
Ca 2,00 I/min 5mA 4227 nm 0,5 nm
Co 1,34 I/min 6 mA 240,7 nm 0,2 nm
Cd 1,34 I/min 3mA 228,8 nm 0,5 nm

FONTE: O autor (2024).

3.2.4. Extracdo dos compostos bioativos

A ESL assistida por dispersor de alto cisalhamento (Ultra Turrax operando
a 5000 rpm) foi realizada com razdo massica 1:20 (m/m) em células
encamisadas revestidas com papel aluminio. As temperaturas foram mantidas
por banho termostatico utilizando bomba rotativa e termémetro. Os solventes
utilizados foram etanol puro e uma mistura 70/30 de etanol/agua destilada. Tanto
os solventes quanto as amostras foram pesados em balanga analitica (Mettler
Toledo, modelo AL204). As suspengdes obtidas foram cenrtifugadas a 10000
rpm durante 5 minutos (Thermo Scientific — Heraeus fresco 21) até total
separacdo dos solidos. O sobrenadante foi coletado e armazenado sob
refrigeragcdo ao abrigo da luz por no maximo 24 horas apds a coleta. Em
sequéncia, cada uma das solugdes foi submetida a rotaevaporacao para
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remocao do etanol. O equipamento operou a pressao aproximada de -600
mmHg, temperatura de 35°C e 20 rpm. A FIGURA 12 apresenta o
rotaevaporador. Depois, o0s extratos aquosos resultantes das extracoes
hidroalcoolicas foram congelados e levados a um liofilizador para remog¢ao da
agua. Todo os extratos secos obtidos foram colocados em tubos Falcon

protegidos por papel aluminio e congelados a -6°C até o momento das analises.

FIGURA 12 - ROTAEVAPORAGCAO PARA PRODUGAO DE EXTRATO

FONTE: O autor (2024).

A eficiéncia do processo de obtencdo de extratos ricos em compostos
bioativos esta vinculada aos parametros de tempo, temperatura, técnica de
extragao, solvente e propor¢ao solvente/soluto. Para todas as analises descritas
a seguir, foram também avaliados o potencial dos solventes puros, de forma que
o valor encontrado foi considerado como branco e descontado para que o
resultado obtido representasse apenas o extrato em questao.

Inicialmente, foi avaliado o potencial de extracdo com base nas analises
de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT), antocianinas
monoméricas totais (AT) e atividade antioxidante via DPPH. As extracdes foram
realizadas em 6 blocos:
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Tempo fixo de 5 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 1;
Tempo fixo de 10 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 1;
Tempo fixo de 15 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 1;
Tempo fixo de 5 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 2;
Tempo fixo de 10 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 2;
Tempo fixo de 15 minutos a 25°C, 45°C e 65 °C. Solvente 2.

o0 ko=

Os resultados obtidos a partir das analises mencionadas evidenciaram o
solvente com maior capacidade de extragao e sugeriram as melhores condigdes
de tempo e temperatura. Uma vez que o principal foco do presente trabalho esta
lipoxidacao, o ensaio de atividade anti-lipoxidacao via TBARS foi realizado para
todos os extratos obtidos com o solvente de melhor desempenho.

A partir dos resultados da analise de TBARS, foram determinadas as
condi¢des ideais de tempo e temperatura de extragdo. Entdo foram verificadas
as atividades antiglicante via MALDI-TOF e antimicrobiana via técnica de disco
difusdo dos extratos otimizados. Por fim, foram realizadas as analises de

composic¢ao via cromatografia e ressonancia magnética nuclear para soélidos.

3.2.5. Analise do potencial dos extratos

Os extratos foram avaliados quanto ao conteudo de compostos fendlicos
totais (CFT) empregando a metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965).
A curva de calibragao € preparada com acido galico variando as concentragoes
de 0 a 100 pg. mL-'. O método consiste em adicionar em tubos eppendorf 600
uL de agua ultrapura (Milli-Q), 50 uL do reagente Folin-Ciocalteau, 200 uL dos
extratos de Pereskia aculeata Miller diluidos em agua ultra pura (1:10 v.v') e 150
uL de solugéo de carbonato de sodio a 15%. A partir dai, a amostra é agitada
em vortex e mantida em repouso ao abrigo da luz durante 1 hora. Por fim, a
leitura deve ser realizada em comprimento de onda de 760 nm em
espectrofotdmetro. O equipamento utilizado foi uma leitora de microplacas
Epoch, Biotek, USA. Os resultados foram expressos em mg de acido galico por
g de amostra.
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A determinagédo de flavonoides foi feita de acordo com a metodologia
descrita por Zhishen et al. (1999). A técnica se baseia na medida da absorbéancia
a 510 nm do complexo formado entre o flavonoide e o aluminio do reagente de
cor. A curva de calibragdo € preparada com catequina com as concentracdes
variando de 0 a 1000 pg. mL'. O método consiste em adicionar em tubos
eppendorf 400 uL de agua ultrapura (Milli-Q), 100 uL dos extratos de Pereskia
aculeata Miller, 30 uL de nitrito de sédio 5%, aguardar 5 minutos, e, em seguida
adicionar 60 uL de cloreto de aluminio 10% e aguardar 6 minutos. Adicionar 200
uL de hidroxido de sodio 1 mol/L e 210 uL de agua ultrapura (Milli-Q). Aguardar
mais 5 minutos e ler em 510 nm. O equipamento utilizado foi uma leitora de
microplacas Epoch, Biotek, USA. Os resultados foram expressos em mg de
catequina por g de amostra.

Para quantificar antocianinas monoméricas totais foi realizado conforme
a metodologia do pH diferencial proposta por Giusti e Wrolstad (2001). A
obtencao se da a partir das leituras em 515 nm e 700 nm para os pHs de 1,0 e
4,5. A EQUACAO 2 apresenta o calculo a ser realizado.

AT (% cianidina — 3 — glucosideo) = W (2)

Sendo MM massa molar de cianidina-3-glucosideo (449,20 g/mol), FD o
fator de diluigdo (1 mL de amostra em balado de 5 mL = diluido 5 vezes), d € o
percurso otico (1 cm), e é a absortividade molar (26.900) e A = (Abss15nm — AbS700
nm) pH 1,0 — (AbS515 nm — AbS700 nm) pH 4,5. O método consiste em se adicionar 1 mL
de amostra pura em um baldao volumétrico de 5 mL e completar o baldo com 4
mL de solugao tampao pH 1,0. Aguardar 15 minutos com o baléo protegido da
luz e realizar a leitura a 515 nm e 700 nm. Isso ¢é feito para a solu¢gaéo tampao pH
4,5. O equipamento utilizado foi um espectrofotdmetro UV-visivel (BEL Photonics
2000 UV, Brasil). Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-
glucosideo por g de amostra.

A atividade antioxidante foi determinada a partir da técnica de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) conforme proposto por Brand-Williams e colaboradores
(1995). A estabilizagdo do radical livre DPPH através da ac¢ao do antioxidante

promove a mudanca de coloragao da amostra de violeta escuro para violeta claro
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indicando a atividade antioxidante do composto. A solucédo DPPH ¢é preparada a
partir de 3,95 mg de DPPH, 50 mL de etanol e 50 mL de solu¢do tampao de
fosfato de sédio monobasico (50 mM, pH 6,0). O método consiste em adicionar
em tubos 1,95 mL de solucido DPPH e 50 uL dos extratos de Pereskia aculeata
Miller diluidos em agua (1:10 v.v''). Em seguida, a amostra é agitada em vértex
e incubada por 30 minutos ao abrigo da luz. Apds a incubagado, as amostras
devem ser submetidas a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 517 nm. A curva padrao de calibracio é construida variando a concentracao
da solugdo padrao de trolox de 0,03 a 1,60 mmol. mL-'. O equipamento utilizado
foi uma leitora de microplacas Epoch, Biotek, USA. Os resultados foram
expressos em mmol de trolox por g de amostra.

A atividade anti-lipoxidagéo se deu pela metodologia proposta por Sabir e
colaboradores (2020), que foi adaptada de Khalig e colaboradores (2015), com
algumas modificagdes. O método consiste em pesar 100 mg de gema de ovo
homogeneizada e diluida a 1000 puL com 100 mM Tris-HCI (pH 7.,4).
Homogeneizar em vortex e colocar na centrifuga a 10000 rpm por 10 minutos.
Coletar 100 uL do sobrenadante e dispor em eppendorf juntamente com ou sem
50 uL de sulfato ferroso 2 mol. L', 100 uL (1,5 mg. mL™") do extrato de Pereskia
aculeata Miller e agua ultrapura (Milli Q) suficiente para completar 300 ulL.
Homogeneizar em vortex e levar a estufa por 1 hora a 37°C. Adicionar 600 pL
de solugao de acido acético pH 3,4 e 600 uL de solucdo de acido tiobarbiturico
0,02 M, e homogeneizar em voértex. Levar os tubos a 97°C em banho-maria
durante 1 hora. Aguardar atingir a temperatura ambiente e diluir com 2 mL de
butanol. Homogeneizar em vortex novamente. Centrifugar durante 10 minutos a
10000 rpm, coletar 1 mL de sobrenadante e realizar a leitura em
espectrofotdbmetro a 532 nm. O equipamento utilizado foi Shimadzu UV-1700. O
valor da absortividade utilizado foi de 0,155 L. mol'. cm™" e os resultados foram
expressos em mol TBARS. L' e % de inibicéo.

Para avaliar o potencial antimicrobiano foi utilizada a técnica de disco
difusdo conforme a metodologia proposta por Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007) com algumas modificacdes. A reativacdo das bactérias foi
realizada em caldo Mueller Hinton seguida de plagueamento em agar Mueller
Hinton. Os extratos testados foram transferidos para solugéo salina (0,85%) até
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que a concentragdo de 108 UFC mL-" seja alcancada. O método consiste em
adicionar 20 uL do extrato diluido em discos brancos estéreis e depositar sobre
as placas contendo 25 mL de agar Mueller Hinton e os microrganismos
inoculados (108 UFC mL™"). Para o controle positivo é adicionada solugdo de
amoxicilina em discos brancos estéreis sobre as placas. Para o controle
negativo, € incorporado o solvente puro utilizado na dissolugdo dos extratos
(DMSO). Apos a inoculacédo dos extratos e controles positivos e negativos, as
placas sao incubadas invertidas em estufa a 37°C durante 24 horas. A
determinacao do potencial do extrato quanto a atividade antimicrobiana é
verificada através dos tamanhos dos halos inibitérios utilizando paquimetro
digital. As bactérias avaliadas foram Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
A glicagéo da albumina de soro bovino (BSA) foi realizada a partir da
metodologia proposta por Matsuura e colaboradores (2002) modificada por
Wijetunge e colaboradores (2014) com adaptagdes. O método consiste em
adicionar BSA (10 mg. mL™") em solugéo tampao de fosfato salino (pH 7,4), azida
de sodio como bacteriostatico (0,02% m.v') e acucares redutores, sendo esses
glicose, frutose ou ribose (90 mg. mL™"). As amostras s&o incubadas na auséncia
e presenca dos extratos de interesse (5 mg. mL"), e padrado de aminoguanidina
(10 mM), a 37°C durante 31 dias com coletas realizadas em periodos variados.
Neste trabalho, frutose foi utilizada como acgucar redutor € o processo de
incubacao se deu durante 5 dias. A aminoguanidina foi substituida por acido
rosmarinico (100 pg. mL™") cuja acdo antiglicante ja é validada (ALRUBAYE et
al, 2021; OU et al, 2017). A ressuspensao dos extratos (1,5 mg. mL™") se deu em
dimetilsulféxido conforme realizado por Vasarri e colaboradores (2020) e foi
incluida uma amostra no ensaio apenas para verificar a interféncia do solvente.
A verificagdo da atividade antiglicante se deu através da metodologia
proposta por Zhang e colaboradores (2015) com modificacbes. A técnica
consiste em analisar a espectrometria de massas por MALDI-TOF no modo
linear positivo. E utilizada matriz a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid saturada em
50% de acetonitrila e 0,1% TFA (acido trifluoroacético). Inicialmente, 1 uL de
amostra é misturado com 1 uL da matriz e depositado na superficie da placa do
tipo MTP 384 polished steel (Bruker Daltonics) e deixado secar a temperatura
ambiente. A calibragdo é feita utilizando padrdes comerciais de ACTH (do inglés
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adrenocorticotropic hormone), insulina e apomioglobina. O equipamento
utilizado foi um Autoflex maX MALDI-TOF Bruker. Conforme Ghosh e
colaboradores (2023) os resultados sao expressos em numero de adutos de
acucar ligados a proteina (N). Também foi realizado o calculo de indice de
reducdo da massa da proteina glicada conforme a comparagdo com o0s
espectros apresentados.

As amostras ainda foram analisadas utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) sob condi¢des nao-desnaturantes (gel em condigdes
nativas) de acordo com a metodologia proposta por Araujo (2003). As amostras
utilizadas nos experimentos foram diluidas em tampéao contendo 50 mM Tris-HCI
pH 6,8, 20% glicerol e 0,005% azul de bromofenol. Foi utilizado gel de
empilhamento contendo acrilamida 4%, 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 5 uL de
TEMED, persulfato de amoénio 0,05% (m/v), 0,0625% Nonidet P40 (v/v). A
concentracéo do gel separador foi de 7,5% de acrilamida (acrilamida/bis 9/0,24),
0,45 M Tris-HCI, pH 8,8, 5 uL de TEMED, 0,05% de persulfato de amoénio (m/v),
0,025% Nonidet P40 (v/v). As eletroforeses foram realizadas a 100 V por 4 horas,
em tampao contendo Tris base e glicina (tampé&o 1x: Tris 3 g/L; glicina 14,4 g/L),
em um sistema de minigéis BioRad. Mudancgas nas posi¢des de migragao das
bandas foram comparadas.

Para a cromatografia em fase liquida acoplada a detector DAD foi utilizada
coluna do modelo ACCLAIM 120 C18 250 x 6 mm 5 pu. Fase moével Hz:PO4 pH
2,15 (A) e acetonitrila (B), vazédo de 1,0 mL/min, gradiente de concentra¢ao para
fenolicos 0 min 2% B, 30 min 8% B, 50 min 30% B, 52 min 2% B, 62 min 2% B;
gradiente de concentragéo para flavonoides 0 min 2% B, 50 min 25% B, 70 min
30% B, 72 min 2% B, 78 min 2% B. Temperatura de 35°C, volume injetado de 10
uL. A TABELA 11 apresenta os tempos de retengao e os comprimentos de onda
para os compostos bioativos.

Para a cromatografia em fase gasosa, 10 mg de cada amostra foram
diluidos em 10 mL de acetato de etila grau HPLC. As solucdes resultantes foram
microfiltradas e 1 uL de cada foi injetado no cromatografo. A separacao foi
realizada utilizando coluna SLB-5MS (25 um de espessura, 0,25 mm de didmetro
e 30 m de comprimento), temperatura do forno de 80°C, temperatura de injecéo
de 250°C, modo de injegao splitless e tempo de amostragem de 1 minuto. Hélio
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foi utilizado como gas de arraste, o modo de controle de fluxo foi velocidade
linear (36,5 cm/s), pressao de 63,7 kPa, fluxo total 4 mL/min, fluxo da coluna 0,98
mL/min, fluxo de purga 3 mL/min . Tempo de espera 3 min a 80°C e 4 min a
280°C. O tempo total do programa foi de 47 min. A configuragao do MS foi de
4.5 min de tempo de inicio, 47,0 min de tempo de término, modo de aquisi¢cao
Q3 Scan, velocidade de varredura de 1250, tempo de evento de 0,3 s, inicio m/z
40,0 e fim m/z 400,0. Temperatura da fonte de ions 270°C, temperatura da
interface 280°C e tempo de corte do solvente de 4 min.

O preparo das amostras para a ressonancia magnética nuclear RMN - HR
MAS de 'H se deu através do resfriamento com nitrogénio liquido e posterior
pulverizagdo manual em um almofariz de porcelana. Para cada analise a
guantidade indicada de amostra foi empacotada em um rotor de ZrO2, com
volume de 50 uL. Em seguida, foi adicionado 45 uL de CD3OD (metanol
deuterado) contendo 0,05% de TMS (tetrametilsilano). Os experimentos foram
realizados com uma velocidade de giro do rotor de 5 kHz. Os espectros foram
adquiridos em um espectrdmetro Bruker Avance 400 (9,4 T) observando o
nucleo de 1 H a 400 MHz, equipado com uma sonda quadrinuclear de alta
resolu¢cao de 4 mm MAS, com gradiente de campo na dire¢do do dngulo magico
(6=54,74°) a 298 K. Os espectros foram processados com o software TopSpin
(Bruker BioSpin Inc.), utilizando multiplicagéo exponencial nos FIDs por um fator
de 0,3 Hz. As fases foram corrigidas manualmente e as linhas de base

automaticamente.

3.2.6. Analise estatistica dos dados

O tratamento estatistico foi realizado no software Statistic 7 (StatSoft
USA). Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA unidirecional
(one way) seguido pelo teste de Tukey, considerando p < 0,05 significativo a
nivel de comparacao. Todos os resultados foram a apresentados utilizando a
média de trés replicadas independentes + desvio padrdo (DP).
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TABELA 11 - PARAMETROS PARA CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA

COMPOSTO BIOATIVO

TEMPO DE RETENCAO (min)

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

FENOLICOS
ACIDO GALICO 10,078 271
ACIDO VANILICO 35,562 256; 292
ACIDO CLOROGENICO 37,407 326
ACIDO CAFEICO 38,062 323
ACIDO SIRINGICO 39,479 274
ACIDO CUMARICO 44,116 309
ACIDO FERULICO 46,526 322
FLAVONOIDES
CATEQUINA 23,956 280
PROCIANIDINA 27,549 280
CIANIDINA 28,657 516
RUTINA 40,883 241
ISOQUERCETINA 42,255 280
QUERCETINA 60,638 370

FONTE: O autor (2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo abordados os resultados obtidos através da extragao
de compostos bioativos das folhas e frutos maduros de ora-pro-nobis. A fim de
se determinar a composi¢ao basica da matéria-prima in natura foi realizada a
caracterizagcdo fisico-quimica seguida do processo de secagem e
espectrofotometria de absorcao atdmica em chama. Depois, foram realizadas as
extragdes com duas opcgdes de solventes comumente empregados para
posterior selecdo de um deles e a otimizagdo dos parametros de tempo e
temperatura através das analises de compostos fenolicos totais, flavonoides
totais, atividade antioxidante via DPPH e atividade anti-lipoxida¢ao via TBARS.
Todas as analises foram realizadas em ftriplicata.

Apos a determinacao dos melhores parametros de extracao em relagao
aos biocompostos e atividades biologicas de interesse, os extratos foram
submetidos as analises de atividade antimicrobiana via técnica de disco difuséo,
atividade antiglicante via MALDI-TOF, composi¢céo por cromatografia em fase
liquida e ressonancia magnética nuclear para solidos. A composig¢ao do extrato
otimizado das folhas também foi verificada via cromatografia em fase gasosa.

4.1 COMPOSIGAO CENTESIMAL

A TABELA 12 apresenta a composicao em base seca, sendo que o teor
de carboidratos foi determinado por diferenca. Vale citar que a umidade aqui
encontrada foi de 85,92 + 0,16 (%) para as folhas e 92,78 + 2,01 (%) para os
frutos. Observando os resultados deste trabalho, cerca de um quarto das folhas
(24,33%) e pouco mais de um tergo (35,27%) dos frutos corresponde a fibra
alimentar, seguido de proteinas (22,07% e 15,14%), cinzas (20,70% e 10,57%)
e lipideos (3,27% e 4,42%). A fibra alimentar é advinda de matrizes vegetais e
pode ser dividida quanto a solubilidade em agua (DHINGRA et al., 2012).

As fibras soluveis correspondem a pectina, as gomas e mucilagens, e as
fibras insoluveis compreendem celulose, hemicelulose e lignina (FENNEMA et
al., 2008). A ingestao de fibra alimentar esta relacionada a regulagem do pH
intestinal, reducdo do colesterol total, minimizacdo do risco de doencas
cardiacas e alivio da constipacédo (DHINGRA et al., 2012). A contribuicéo
benéfica da ingestao regular de fibras de ora-pro-nobis pode ser comprovada
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através do enriqguecimento da racao de ratos Wistar com 30% de farinha das
folhas (BARBALHO et al., 2016).

Durante o manuseio para posterior processamento dos frutos e folhas
neste trabalho, a quantidade de fibras soluveis e carboidratos (mucilagem)
percebida nos frutos foi mais representativa do que nas folhas. O comparativo
entre o teor de fibras soluveis (FS) e insoluveis (FI) em diversas cactaceas foi
documentado e se apresenta na TABELA 13.

Observando os resultados da TABELA 13, € notavel que a polpa de péra
de cacto apresenta maior teor de fibras soluveis em comparacao a casca que €
mais rica em fibras insolGveis. E perceptivel ainda que nos frutos de pitaia cujos
teores de fibras foram quantificados com os frutos inteiros, ou seja, incluindo a
polpa e a casca, a propor¢ao entre fibras soluveis e insoluveis fica mais proxima
de 1,0:0,9 para a variedade amarela e 1,0:0,7 para a variedade vermelha.
Quando se avalia os valores para as folhas de ora-pro-nobis, a propor¢ao de
fibras insoluveis € muito mais representativa, sendo pelo menos 6 vezes maior
do que as fibras soluveis, sugerindo que de fato os frutos de ora-pro-nobis sejam
mais ricos em fibras soluveis do que as folhas. Em estudo anterior foi descrito
que o fruto é constituido morfologicamente por hipanto, pericarpo e sementes
envoltas por material gelatinoso (ROSA, 2003), cuja aparéncia denota a
presencga consideravel de mucilagens. A FIGURA 13 apresenta um dos frutos

usados neste trabalho.
FIGURA 13 - FRUTO ABERTO DE ORA-PRO-NOBIS

FONTE: O autor (2024).
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COMPOSIGAO PROTEINAS CINZAS LIPIDEOS FIBRAS CARBOIDRATOS
FOLHAS 22,07 £ 0,08 20,70 £ 0,48 3,27 + 0,01 24,33+ 0,12 29,62
FRUTOS 15,14 + 0,12 10,57 + 0,46 4,42 + 0,37 35,27 £ 0,10 34,60

FONTE: O autor (2024).

TABELA 13 - COMPARATIVO ENTRE FIBRAS SOLUVEIS E INSOLUVEIS

OPN OPN PA PV PCP PCC
Fs 520+ 0,00 7,4+149 29164388 2201+465 1240+030 17,40 + 0,70
Fi 3300+ 0,00 43404095 3325+374 3434+025 420+030 2820 + 0,80
REFERENCIA SAZ'\(‘)ES’ RODZRO'%UES’ M;DI,RZAOIZSOet Mgf{gzsoet A%?E.?g{ét AGJLIJ'\Q_?EEeZt_aL

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA:

FS 2 (g de fibras sollveis.100g™" de amostra seca)

Fl 2 (g de fibras insoltveis.100g™" de amostra seca)
OPN (folhas de ora-pro-nébis)

PA (pitaia amarela)

PV (pitaia vermelha)

PCP (polpa de péra de cacto da variedade Rojo cenizo)
PCC (casca de péra de cacto da variedade Rojo cenizo)
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E sabido que mucilagens sdo polissacarideos complexos, grandes,
ramificados e soluveis em agua, e, em sua maioria, sdo formados por
monossacarideos, acidos urbnicos, glicoproteinas e bioativos (CAKMAK et al.,
2023). As fragcbes proteicas e de fibras dietéticas das mucilagens contém
propriedades hidrofilicas e gelificantes, enquanto as fragdes lipidicas possuem
capacidade de retencdo de 6leo (CHIANG et al., 2021). E possivel correlacionar
essas informag¢des com os teores de fibras (35,27%), carboidratos (34,60%),
umidade (92,78%) e lipideos (4,42%) dos frutos, que também sao mais
representativos do que os teores das folhas.

Ao avaliar o obtido para proteinas das folhas neste trabalho e comparando
com o apresentado na TABELA 1 do item 2, é perceptivel que de fato o
conhecimento popularmente difundido a respeito do teor proteico das folhas de
ora-pro-nobis tem fundamento cientifico (SILVA et al., 2019; BOTREL et al.,
2020; BARREIRA et al., 2020). Vale mencionar que tal quantidade de proteinas
€ bastante préxima aquela das folhas de Moringa oleifera, cujo valor médio € de
aproximadamente 25,30% e um dos mais altos que se tem conhecimento até o
presente momento (PENALVER et al., 2022).

Os frutos também apresentaram niveis proteicos consideraveis e iguais
ao averiguado anteriormente de 1% em base umida (AGOSTINI-COSTA et al.,
2012). Uma vez que a ora-pro-nobis € uma planta facilmente adaptavel e
difundida pelo territério nacional, deveria ser mais cultivada e aproveitada em
receitas ou produtos alimenticios para suprir parte das necessidades dietéticas
dos brasileiros, visto que o consumo constante de proteinas de origem animal
sobrecarrega o meio ambiente com praticas pecuaristas e prejudica a flora
intestinal (RUST et al., 2020; CAl ef al., 2021).

Analises sensoriais mostraram que houve boa aceitacdo do publico em
talharim e paes enriquecidos com ora-pro-nébis (ROCHA ef al., 2008;
MARTINEVISK, 2011). Nos produtos alimenticios, as proteinas sao
responsaveis por conferir propriedades sensoriais como textura, aparéncia, cor
e sabor, sendo que ao interagir com outros grupos, como lipideos e agucares,
modificam e valorizam suas propriedades funcionais (FENNEMA et al., 2008).
Outro fator importante para o processamento de alimentos € o teor de umidade,
o qual pode afetar a qualidade do produto principalmente pelas alteracdes
nutricionais e microbiologicas, resultando na proliferacdo de bactérias
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responsaveis por degradar o alimento (BURTON; ENGELKIRK, 2003). Assim, a
secagem das folhas e frutos foram realizadas até que a atividade de agua (aw)
atingisse em torno de 0,4, valor que se encontra abaixo do limite estabelecido
para o crescimento microbiano (LABUZA et al., 1976; SCOTT, 1957). A TABELA
14 apresenta os resultados. Vale citar ainda que a secagem industrial de folhas
e ervas € realizada em estufas com circulacao de ar, e, portanto, as folhas neste
trabalho foram secas igualmente (FOGACA et al, 2021). A secagem dos frutos
foi realizada por meio de liofilizagao para minimizar possiveis degradacgoes, ja
que os frutos, ao contario das folhas, ainda ndo sao largamente comercializados
e nem industrialmente processados, além de serem pouco estudados até o
presente momento (MIRHOSSEINI et al, 2013).

O teor de cinzas compreende os residuos inorganicos, como sais minerais
que permanecem apos a queima da matéria orgénica (FENNEMA et al., 2008).
O valor de 20,70% encontrado neste trabalho para as folhas se aproxima do
relatado em estudos anteriores (GONCALVES et al, 2015; VARGAS et al, 2017,
BOTREL et al, 2020). Através da analise de espectrofotometria de absor¢ao
atbmica em chama descrita no item 4.1.1., foram determinados os teores de

alguns dos minerais presentes nos frutos e folhas de ora-pro-nobis.

TABELA 14 - ATIVIDADE DE AGUA (aw)

aw IN NATURA SECOS
FOLHAS 0,974 + 0,005 0,415 £ 0,004
FRUTOS 0,992 + 0,000 0,412 + 0,005

FONTE: O autor (2024).

4.1.1. Espectrofotometria de absor¢ao atbmica em chama

A TABELA 15 apresenta os resultados obtidos para os metais avaliados:
aluminio, calcio, cobalto, cromo, cobre, ferro, magnésio, manganés, niquel,
chumbo, zinco, soédio, potassio e cadmio. Nao foram detectados teores

significativos de niquel, chumbo e cromo.
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TABELA 15 - PERFIL MINERAL

MINERAL FOLHAS SECAS (mg.100g*') FRUTOS SECOS (mg.100g™)

Ca 52,50 + 0,01 502,50 + 0,00
Al 16,67 + 0,04 13,88 + 0,09
Co 0,65+ 0,02 1,14 £ 0,05
Fe 5,59 £ 0,08 12,18 + 0,02
Mg 261,87 £ 0,13 32,11 £ 0,10
Mn 6,67 £ 0,02 10,67 + 0,01
Na 75,39 £ 0,36 74,72 £ 0,35
K 2250,61 £ 3,63 272711 £ 13,25
Cu 1,33 £ 0,00 1,35+ 0,00
Zn 3,17 £ 0,04 3,42 + 0,06
Cd 0,53 +£ 0,02 0,68 £ 0,00

FONTE: O autor (2024).

E preocupante a presenca de cadmio, um metal pesado, nos frutos e
folnas de ora-pro-nobis de cultivo orgénico. A contaminagéo do solo e dos
lencdis freaticos por cadmio pode acontecer de diversas formas e foi relatada
em diversos paises (CHELLAIAH, 2018). O cadmio é bastante biopersistente, ou
seja, permance residente nos organismos por anos apds a contaminacao,
propagando efeitos toxicos (WEGGLER et al, 2004). A infiltracdo de cadmio nas
aguas subterraneas e no solo pode se dar através da industria metalurgica,
trafego, aterros sanitarios, mineragdo, incidentes, emissbes de combustdo,
baterias cadmio-niquel, revestimentos anticorrosivos, esterco de fazenda e lodo
de esgoto (BIGALKE et al, 2017; WUANA; OKIEIMEN, 2011; ZHANG et al, 2009;
BELON et al, 2012). Em adi¢do, o uso de fertilizantes fosfatados sintéticos que
contém cadmio como impureza é causa comum para o aumento do teor do metal
pesado no ambiente (KUBIER ef al., 2019). Foi proposto, inclusive, que tais
fertilizantes fosfatados contendo cadmio, podem alterar a bioquimica do solo,
modificando a populagao microbiana e contaminando a flora e a fauna (BIGALKE
et al., 2017; GRANT, 2011). Ha algumas possibilidades para recuperagao e
limpeza do solo, como fitorremediagao, biorremediag¢ao, adubagem organica e
compostagem (LATA et al, 2019; PARTHIPAN et al, 2017; SOHAIL et al, 2019).
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Observando os demais resultados e comparando com o exposto na
TABELA 16, nota-se que o consumo de 100 gramas tanto de folhas secas quanto
de frutos secos é capaz de suprir as necessidades diarias de cobre e manganés.
O cobre é importante para a producgéo de células sanguineas, colageno, 0ssos
e tecido conjuntivo, contribuindo ainda para a manutencéo da saude das células
nervosas e do sistema imunologico. O manganés auxilia na formagdo dos
tecidos conjuntivos, ossos, fatores de coagulacdo sanguinea e hormoénios
sexuais, além de participar do metabolismo de carboidratos, gorduras e na
absorcao de calcio (SCHIEFERDECKER ef al, 2015). 100 gramas dos frutos
secos também sao capazes de suprir a demanda de ferro do organismo feminino.
Embora o teor de ferro das folhas secas de 5,58 mg.100g™' esteja abaixo do
encontrado em outros estudos, como 31,97 mg.100g' (RODRIGUES, 2016) e
11,72 mg.100g™" (BOTREL et al, 2020), o valor ainda supera o relatado para o
espinafre de 1,11 mg.100g™" (LISIWESKA et al, 2009). O corpo humano contém
ferro ligado a hemoglobina, mioglobina, citocromo, flavoproteinas, enzimas,
ferritina, hemossiderina, lactoferrina e transferrina (TEIXEIRA, 2003; MAHAN,
2005; RAMOS, 2008).

Alguns dos valores encontrados para as folhas secas estdo de acordo
com o que foi verificado em outros estudos, como o teor de potassio de 2638
mg.100g™" e 2845,64 mg.100g" (RODRIGUES, 2016; BOTREL et al, 2020). O
potassio € um micronutriente imprescindivel no que diz respeito ao metabolismo
e a transmissao de impulsos eletroquimicos, existindo outras espécies vegetais
gue contam com teores de potassio proximos ao valor encontrado, como folhas
secas de cenoura com 2744 mg.100g" (LEHNINGER; COX, 2021; PEREIRA et
al, 2003).

O teor de magnésio das folhas se encontra abaixo do esperado, visto que
ha relatos de folhas de ora-pré-nobis com 832,25 mg.100g™" e 2710 mg.100g™’
(BOTREL et al, 2020; RODRIGUES, 2016). Entretanto, diversos vegetais
apresentam teores mais proximos ao encontrado, como cenouras com 226
mg.100g™", couve com 292,2 mg.100g™", brocolis com 192,8 mg.100g™! e couve-
flor com 154,4 mg.100g' (PEREIRA et al, 2003; SANTOS et al, 2006). O
magneésio € um mineral vinculado a producéo de clorofila nas plantas e é
fundamental para diversas rea¢des no organismo humano, como a formagéo dos

0ss0s e o funcionamento dos nervos e dos musculos (SCHIEFERDECKER et al,
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2015). O valor medido de zinco de 3,17 mg.100g™" esta proximo do teor de 2,47
mg.100g™" relatado para ora-pro-nobis cultivada no bioma do Cerrado brasileiro
(BOTREL et al, 2020). O zinco € fundamental para agédo de quase 100 enzimas,
estando envolvido no crescimento celular, construgao de proteinas, recuperacao
dos tecidos e contribui¢cdo para a saude do sistema imunoldgico (ROOHANI et
al, 2013).

TABELA 16 - CONSUMO DIARIO IDEAL DE MINERAIS CONFORME O GENERO E A

IDADE
QUANTIDADE QUANTIDADE LIMITE
MINERAL ADEQUADA PARA ADEQUADA PARA SUPERIOR
HOMENS MULHERES

31-50 anos: 1000 mg;  31-50 anos: 1000 mg;
Ca + 51 anos: 1200 mg + 51 anos: 1200 mg 2500 mg
Cu 900 ng 900 ng 10000 pg

31-50 anos: 18 mg; 31-50 anos: 8 mg;
Fe + 51 anos: 8 mg + 51 anos: 8 mg 45mg

19-30 anos: 310 mg; 19-30 anos: 400 mg;
Mg 31-70 anos: 320 mg 31-70 anos: 420 mg 350 mg
Mn 1,8 mg 2,3mg 11 mg
K 14-18 anos: 2300 mg;  14-18 anos: 3000 mg; D

+ 19 anos: 2600 mg + 19 anos: 3400 mg
Na 1500 mg 1500 mg D
Zn 8 mg 11 mg 40 mg

FONTE: Adaptado de https://www.hsph.harvard.edu/nutritionsource/vitamins/. Acesso em
08/01/24.
LEGENDA: D — desconhecido.

O cobalto é um elemento que pode existir nas formas inorgénica ou
organica. A conformagao organica o coloca como componente da vitamina Bz,
desempenhando importante papel na producéo de aminoacidos e proteinas do
sistema nervoso (CZARNEK et al, 2015). De acordo com a Universidade de
Rochester, o consumo diario de cobalto deve ser de 5 a 8 microgamas por dia,
sendo que limites maximos ainda nao foram estabelecidos. O teor encontrado
de cobalto em 100 g das folhas e frutos secos supre além da demanda

mencionada.


https://www.hsph.harvard.edu/nutritionsource/vitamins/
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A maioria dos alimentos conta com teores variados de aluminio, em torno
de 0,5 mg.100g™" até 89,9 mg.100g™"! para folhas secas de cha preto (MULLER
et al, 1998). Vale citar que o aluminio ndo é necessario em sistemas biologicos
e nem ¢ elucidado como participante de reagdes em organismos vivos. Embora
todos os seres contenham certa quantidade de aluminio, ndo existe evidéncia
cientifica de propdsitos desempenhados por ele (EXLEY, 2013).

E perceptivel que os valores encontrados para calcio divergem bastante
daqueles verificados em outras pesquisas, a expor 3190 mg.100g™, 3400
mg.100g™", 3420 mg.100g™!, 3800 mg.100g' e 3800 mg.100g-1 (ALMEIDA
FILHO; CAMBRAIA, 1974; DAYRELL, 1977; TAKEITI et al., 2009; RODRIGUES,
2016). A variacdo no teor de micronutrientes se justifica, principalmente, pela
influéncia dos fatores relacionados ao cultivo do solo, como pH e o emprego de
fertilizantes (KHADER; RAMA, 2003; UUSIKU et al, 2010; ROHANI-
GHADIKOLAEI et al, 2012).

4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO

4.2.1. Selegao do solvente

A selecao do melhor solvente para a extracdo dos frutos e folhas foi
realizada a partir das analises de CFT, FT e DPPH com base na variacao térmica
(25°C, 45°C e 65°C) e de tempo (5, 10’ e 15’). Foram mantidas constantes a
propor¢cdo (m.v'') de 1:20 e a rotacdo de 5000 rpm. Os solventes pré-
selecionados foram etanol e solucao hidroalcoolica. Os resultados das analises
CFT, FT, DPPH dos extratos das folhas e frutos estdo apresentados nas
TABELAS 17 e 18, respectivamente. O obtido para AT esta na TABELA 19.

Observando os resultados, € perceptivel que os valores mais expressivos
se apresentam para as extragdes realizadas com a solucéo etandlica 70% e nao
com o solvente puro. Tal comportamento ja era esperado, uma vez que misturas
de solventes tém maior probabilidade de afinidade molecular com a variedade
de substancias a serem extraidas da matriz em comparag¢ao ao solvente puro
(DO etal, 2014). Logo, as demais analises foram realizadas partindo dos extratos
hidroalcodlicos. E notavel também que as folhas apresentam maior teor de
compostos bioativos, 0 que esta de acordo com o verificado por Batista e
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colaboradores (2017) em estudo de comparagéo entre as folhas e os frutos de

Szygium malaccense (jambo vermelho).
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TABELA 17 - RESULTADOS DE CONTEUDO DE CFT E FT, E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE VIA DPPH DOS EXTRATOS DAS FOLHAS SECAS DE ORA-
PRO-NOBIS OBTIDOS A PARTIR DE ESL ASSISTIDA POR DISPERSOR DE ALTO CISALHAMENTO, TENDO COMO BASE A INFLUENCIA DO SOLVENTE,
TEMPERATURA E TEMPO NO PROCESSO

EXT. FOLHAS

5 EtOH/H20

10" EtOH/H20

15" EtOH/H20

5 EtOH

10" EtOH

15" EtOH

25°C

45°C

65°C

CFT*

26,797 £ 0,4989

30,210 + 0,308

36,194 + 0,926°

21,536 £ 0,737°

24,296 + 0,349°

29,288 + 1,174¢

FTY

34,601 + 1,0879

39,416 £ 0,554sf

39,739 + 0,274°

26,167 £ 0,630f

34,856 + 1,322¢

35,075 £ 0,597¢

DPPH 2

0,201 £ 0,002

0,216 £ 0,001¢

0,217 £ 0,001¢

0,174 + 0,002¢

0,191 £ 0,002¢

0,192 £ 0,001¢

CFT*

37,788 £ 0,812¢¢

37,942 £ 0,642¢b

38,136 £ 0,413¢%¢

30,602 £ 1,321¢

30,794 £ 0,973bc

30,892 + 0,401°¢

FTY DPPH 2
38,691 + 0,606 0,210 £ 0,002¢
43,256 + 0,139 0,224 + 0,002°
44,543 £+ 0,361¢ 0,223 + 0,001%P
29,454 + 0,606° 0,184 + 0,001F

38,376 £+ 0,865°° 0,199 + 0,001°

39,583 £ 0,759°°0,198 + 0,002°¢

CFT* FTY

38,909 £ 1,259%¢ 48,212 + 0,471

DPPH 2

0,219 £ 0,003¢

44,097 + 0,355% 55,076 + 0,368

0,235 + 0,0022

42,303 + 0,7713> 44,937 £+ 0,136°
31,811 £ 1,6200¢¢ 37,684 + 0,627¢
35,865 + 1,0197 49,213 + 0,736°

34,398 + 1,3762° 39,976 + 0,894°

0,228 + 0,001

0,195 £ 0,00449¢

0,210 + 0,003

0,204 + 0,001

FONTE: O autor (2024).
LEGENDA: X CFT (mg de acido galico. g de amostra™)
Y FT (mg de catequina. g de amostra™)
ZDPPH (mmol de trolox. g de amostra™)
@ Valores obtidos por meio de ANOVA one-way. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as amostras por
meio do teste de Tukey com p < 0,05.
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TABELA 18 - RESULTADOS DE CONTEUDO DE CFT E FT, E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE VIA DPPH DOS EXTRATOS DOS FRUTOS SECOS DE ORA-
PRO-NOBIS OBTIDOS A PARTIR DE ESL ASSISTIDA POR DISPERSOR DE ALTO CISALHAMENTO, TENDO COMO BASE A INFLUENCIA DO
SOLVENTE, TEMPERATURA E TEMPO NO PROCESSO

25°C 45°C 65°C
EXT. FRUTOS
CFT* FTY DPPH * CFT* FTY DPPH * CFT* FTY DPPH *
5" EtOH/H20 5,709 £ 0,253" 2,028 £ 0,080¢ 0,134 £0,003" 7,114 £ 0,366° 2,173 £0,107¢ 0,145 £ 0,002¢ 11,622 + 0,152° 2,433 £ 0,060° 0,138 £ 0,003

10' EtOH/H.O 6,917 + 0,255¢

15 EtOH/H2.O 7,724 + 0,102

5 EtOH 3,888 + 0,318°
10’ EtOH 4,858 + 0,365%¢
15" EtOH 5,556 + 0,310¢

2,754 + 0,024°

2,792 + 0,084°

1,408 + 0,118¢

2,312 £ 0,084°

2,335 £ 0,107°

0,154 + 0,002¢

0,158 £ 0,002%¢

0,083 £ 0,002

0,100 + 0,001¢

0,103 £ 0,002¢¢

8,234 £ 0,266¢

9,192 + 0,099°

4,987 + 0,406%¢

5,958 + 0,418

6,787 £ 0,151°

2,891 + 0,023 0,164 + 0,001

2,833 £ 0,023 0,157 + 0,002°

1,523 + 0,122%4 0,089 £ 0,003

2,426 + 0,1055¢ 0,108 £ 0,001

2,375 £ 0,091%>¢ 0,103 £ 0,001°

13,368 £ 0,252°

3,224 + 0,0232

0,172 £ 0,002°

13,285 £ 0,583

8,905 + 0,324

10,268 £ 0,416°

3,194 + 0,023

1,809 + 0,101¢

2,734 £ 0,0792

0,170 £ 0,0022>

0,092 + 0,002¢

0,115 + 0,0022

10,177 £ 0,796%> 2,706 + 0,0622° 0,113 + 0,0012P

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: X CFT (mg de acido galico. g de amostra™)
Y FT (mg de catequina. g de amostra™)
ZDPPH (mmol de trolox. g de amostra™)
@ Valores obtidos por meio de ANOVA one-way. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as amostras por
meio do teste de Tukey com p < 0,05.
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TABELA 19 - RESULTADOS DE CONTEUDO DE AT DOS EXTRATOS SECOS DE ORA-PRO-NOBIS OBTIDOS A PARTIR DE ESL ASSISTIDA POR

DISPERSOS DE ALTO CISALHAMENTO, TENDO COMO BASE A INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO TEMPO NO PROCESSO

25°C 45°C 65°C
EXTRATO AT
5 10° 15 5 10° 15 5 10° 15

FL EtOH/H20

FR EtOH/H2O 0,070 + 0,009¢
FL EtOH
FR EtOH 0,061 £ 0,007¢

0,074 £ 0,011¢¢

0,066 + 0,008°

0,074 £0,011¢4

0,067 + 0,007°¢

0,132 £ 0,099>

0,116 £ 0,063°

0,153 + 0,007

0,091+ 0,000°

0,036 £ 0,001f

0,033 £ 0,000¢

0,038 £ 0,000ef

0,034 £ 0,000¢

0,033 £ 0,000

0,029 £ 0,000¢

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: X AT (mg de cianidina-3-glucosideo. g de amostra™)

@ Valores obtidos por meio de ANOVA one-way. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as amostras por
meio do teste de Tukey com p < 0,05.
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4.2.2. Selecao do tempo e da temperatura

Conforme os resultados apresentados nas TABELAS 17 e 18, o tempo de
extracdo se mostrou mais eficaz no periodo intermediario de 10 minutos, o que
€ condizente com o método de ESL assistida por dispersor de alto cisalhamento,
uma vez que tal processo é capaz de acelerar a transferéncia de massa (XU et
al, 2016). A alta eficiéncia de extracdo em curto periodo através do método
empregado pode ser explicada pelo numero de Sherwood (Sh), cujo significado
esta apresentado na EQUACAO 3.

Sh (Re,Sc) = a Re“ScF (3)

O numero de Sherwood esta diretamente relacionado a transferéncia de
massa (BASILE et al, 2024). Sh é fun¢cdo dos numeros adimensionais de
Reynolds (Re) e de Schmidt (Sc). Vale citar que ha diferentes adaptacdes da
EQUACAO 3 conforme a geometria da superficie e a hidrodinamica do sistema,
a qual pode ter regime laminar ou turbulento (CARTA, 2021). Sabe-se que a
turbuléncia do meio é proporcional ao numero de Reynolds, ou seja, neste caso,
maior turbuléncia contribuira para maior taxa de transferéncia de massa
(CARTA, 2021). Logo, a turbuléncia instaurada no sistema pelo dispersor Ultra-
turrax € benéfica para a extracdo dos compostos de interesse. Avaliagcao similar
pode ser feita em relagdo ao aumento de temperatura, o qual, além de contribuir
para a agitacdo molecular como um todo, é responsavel por diminuir a
viscosidade do meio liquido que circunda as particulas solidas (KORETZKY,
2012). A viscosidade também esta vinculada tanto ao numero de Reynolds
guanto ao numero de Schmidt, sendo tal propriedade relacionada de maneira
inversa a taxa de transferéncia de massa, ou seja, quanto menor a viscosidade
do meio, maior a taxa de transferéncia de massa (CARTA, 2021). Por esse
motivo, os resultados apresentados anteriormente sdo mais satisfatorios com o
aumento da temperatura. E importante comentar que para substancias
termolabeis, 0 aumento excessivo da temperatura ou a exposi¢édo prolongada
podem levar a termodegradacao (HSIEH et al, 2020). Tal fato pode ser
observado em muitos dos resultados referentes a exposicéo prolongada de 15
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minutos sob temperaturas mais altas com a diminuigdo do teor de fendlicos,
flavonoides e da atividade antioxidante como um todo. Fica ainda mais evidente
quando se avalia o obtido para AT na TABELA 19, que, embora o teor seja baixo
nos frutos e indetectavel nas folhas, o efeito da degradacao térmica chega a
aproximadamente 80% no caso mais critico. As antocianinas sdo bastante
suscetiveis a fatores de processamento, como pH e temperatura (AMIT et al,
2020).

Os resultados obtidos para o ensaio TBARS estao expostos na TABELA
20 e expressos como indice de inibigdo (%) da oxidagao lipidica da gema do ovo.
E notavel que os nimeros apresentam comportamento similar ao exposto nas
TABELAS 17 e 18, com as melhores performances correspondentes ao tempo
de 10 minutos e 65°C. O teste de inibicao da oxidacéo lipidica se torna relevante
por conta do processo de formag¢ao de ALEs, do inglés advanced lipoxidation
end products ou produtos de lipoxidacdo avang¢ada, que sdo nocivos a saude
conforme mencionado no item 2 deste trabalho (VISTOLI et al, 2013). Os
resultados do ensaio TBARS demonstram a capacidade dos extratos de ora-pro-
nobis de inibir a formacao de aldeido malbnico e outros compostos precursores
dos ALEs (LV et al, 2014; JOVE et al, 2020).

Apesar de os extratos das folhas conterem muito mais compostos
bioativos e maior representatividade na analise DPPH, a atividade anti-
lipoxidacao dos extratos dos frutos apresentou boa performance. Esse tipo de
situacgao ja foi relatado antes para polissacarideos extraidos da planta medicinal
chinesa Polygonum multiflorum, os quais apresentaram maior capacidade de
inibicao da oxidacao de lipideos via TBARS do que nos testes de oxidacao por
peroxido de hidrogénio, radical hidroxil e &nion superodxido (LV et al, 2014). Vale
citar ainda que os métodos DPPH e ABTS nao séo adequados para verificar a
atividade antioxidante de polissacarideos (FERNANDES; COIMBRA, 2023).

O fato de que ha maior concentracéo de sacarideos e outros carboidratos
nos extratos dos frutos se reflete no rendimento das extragdes (TABELA 21). O
rendimento obtido para as extragdes dos frutos foi por volta de 50%, enquanto
para as folhas foi em torno de 13%. O estudo realizado por Carvalho e
colaboradores (2014) mostrou que o rendimento das extragdes das folhas de
ora-pro-nobis, com solucdo etanolica 95%, foi de aproximadamente 11%, o que

€ muito similar ao verificado neste trabalho.
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Os resultados da analise TBARS sugerem que a temperatura de 65°C e
os tempos de 10 e 15 minutos sao ideais para as extragdes, principalmente no
caso dos frutos cujos valores sdo idénticos. Portanto, as analises antiglicante e
antimicrobiana foram realizadas para os extratos das folhas e frutos obtidos a
partir dessas condi¢des, totalizando quatro amostras.
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TABELA 20 - RESULTADOS DE INIBIGAO DO PROCESSO DE OXIDAGCAO LIPIDICA DA GEMA DO OVO VIA TBARS COM EXTRATOS DE ORA-PRO-

TEMPERATURA E DO TEMPO NO PROCESSO

NOBIS OBTIDOS A PARTIR DE ESL ASSISTIDA POR DISPERSOR DE ALTO CISALHAMENTO, TENDO COMO BASE A INFLUENCIA DA

25°C 45°C 65°C
EXTRATO
(%) 5 (%) 10° (%) 15 (%) 5 (%) 10° (%) 15 (%) 5 (%) 10° (%) 15
FOLHAS 44,72 £+ 0,609 47,86 £ 0,47 52,45 £0,26° 51,83 £+ 0,40° 54,57 £0,13¢ 55,76 £ 0,13° 56,16 + 0,48%° | 58,68 + 0,13¢ 56,82 + 0,13
FRUTOS 38,54 + 0,61° 41,59 £ 0,13¢ 42,83 £0,20°¢ 44,50 £ 1,26° 47,68 £ 0,402 49,05 £+ 0,43° 48,61 £ 0,79¢ 50,55 + 0,437 50,55 + 0,437
FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: * indice de inibicéio das espécies produzidas pela oxidagéo dos lipideos da gema do ovo, cujo representante mais conhecido é o (di)aldeido
maldnico

@ Valores obtidos por meio de ANOVA one-way. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as amostras por
meio do teste de Tukey com p < 0,05.

TABELA 21 - RESULTADOS DE RENDIMENTO DA ESL ASSISTIDA POR DISPERSOR DE ALTO CISALHAMENTO, TENDO COMO BASE A INFLUENCIA
DA TEMPERATURA E DO TEMPO NO PROCESSO

25°C 45°C 65°C
EXTRATO
R (%) 5 R (%) 100 R (%) 15 R (%) 5 R (%) 100 R (%) 15 R (%) 5 R (%) 100 R (%) 15
FOLHAS 9,10 9,99 10,48 11,18 11,21 11,51 11,83 12,61 12,48
FRUTOS 42,60 46,78 52,37 45,84 47,19 52,97 44 37 49,37 54,22
FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: ¥ Rendimento das extragbes hidroalcodlicas com base na massa de extrato seco em relagdo a massa de amostra seca, sendo a amostra seca 10
gramas de folhas em po6 ou 10 gramas de frutos em po.
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4.2.3. Atividade antiglicante

O comportamento da atividade anti-lipoxidagao se repete quando os
resultados da atividade antiglicante via MALDI-TOF (FIGURAS 14 e 15) sao
analisados, os quais apontam melhor performance para os extratos das folhas.
A TABELA 22 apresenta o numero de adutos de agucar ligados a proteina (N),
e os indices de inibicdo de numero de adutos de agucar ligados a proteina em
relacéo a proteina glicada. Os valores de N obtidos para BSA glicada e BSA
glicada com interferéncia de DMSO foram de 0,73 e 0,79, respectivamente,
denotando que a presenca do solvente favoreceu a glicacéo. Apos o padrao de
acido rosmarinico, o melhor desempenho se relaciona ao tempo de 10’ para
ambas as matrizes vegetais, embora a diferenga entre elas seja muito sutil. Vale
citar que o trabalho realizado por Maciel e colaboradores (2023) apresentou
resultados positivos para a atividade antiglicante das folhas de ora-pro-nobis,
com inibicao de 57,03% dos AGEs fluorescentes para o extrato fracionado por

hexano na concentragdo de 1,50 mg. mL".

TABELA 22 - COMPARATIVO DE INIBICAO DA GLICAGAO

AMOSTRA ESPECTRO N I (%)
65°C 10’ @ 66724,769 0,51 35,19
65°C 15 @ 66725,479 0,51 34,69
65°C 10'° 66705,537 0,40 48,78
65°C 15'° 66708,763 0,42 46,50
PADRAO 66667,617 0,19 75,58

FONTE: O autor (2024).
LEGENDA: @ Extratos dos frutos.

b Extratos das folhas.

Os resultados da analise de PAGE (FIGURA 16) estéo condizentes com
o verificado via MALDI-TOF, uma vez que apresenta inibigdo da glicagao através
do menor deslocamento da banda, ou seja, quanto mais glicada esta a proteina,
maior € o deslocamento (as setas apontam a diferenca entre as bandas, porém
o deslocamento se da no sentido oposto, ou para baixo).
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE MASSA MALDI-TOF PARA: (VERMELHO) BSA, (ROSA) BSA
GLICADA COM FRUTOSE E (AMARELO) BSA GLICADA COM FRUTOSE NA PRESENCA
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE MASSA MALDI-TOF PARA BSA GLICADA COM FRUTOSE NA
PRESENCA DE: (AZUL ESCURO) EXTRATO DOS FRUTOS 65°C/10’, (VERDE) EXTRATO

DOS FRUTOS 65°C/15', (AZUL CLARO) EXTRATO DAS FOLHAS 65°C/10’, (VINHO)
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FIGURA 16 - RESULTADO PAGE. DA ESQUERDA PARA A DIREITA: BSA NATIVA, BSA
GLICADA, BSA GLICADA COM A INTERFERENCIA DE DMSO, BSA GLICADA COM A
INTERFERENCIA DE ACIDO ROSMARINICO, BSA GLICADA COM A INTERFERENCIA DE
EXTRATO DO FRUTO A 65°C/10' E BSA GLICADA COM A INTERFERENCIA DE EXTRATO
DA FOLHA A 65°C/10'

FONTE: O autor (2024).

Lv e colaboradores (2014) verificaram que os polissacarideos de
Polygonum multiflorum exibiram capacidade de suprimir a formagao de AGEs
fluorescentes. O estudo conduzido por Vasarri e colaboradores (2020) utilizou
extrato hidroalcoolico 70% da planta marinha Posidonia oceanica para inibir a
glicagdo em modelo in vitro e chegou a conclusao de que a atividade antiglicante
nao pode ser atribuida exclusivamente a atividade antioxidante.

Sabe-se que 0s compostos bioativos desempenham importante papel ao
neutralizar radicais livres, além da capacidade de aprisionamento de espécies
reativas como metilglioxal (YEH ef al, 2016). Ja os polissacarideos anidnicos,
como o0s peécticos e os alginatos, tém atividade antioxidante relacionada a
capacidade quelante de ions metalicos e a possivel formacao de complexos de
coordenagao com tais ions, os quais permitem a eliminacgao direta do OH® gerado
adjacentemente a estrutura do polissacarideo (PRISTOV et al, 2011).

O estudo de otimizagao da extracdo da mucilagem de folhas de ora-pro-
nobis conduzido por Junior e colaboradores (2013) menciona que proteinas
conjugadas a polissacarideos dao origem as suas propriedades emulsificantes.
E sugerido ainda que ora-pro-nébis é heteropolimolecular, ou seja, as moléculas
de agucares presentes na mucilagem diferem em termos de composi¢do, modo
de ligacdo e massa molecular, além de conter alto teor proteico e,
consequentemente, boa capacidade de formacao e estabilizacdo de emulsdes.
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Em sistemas emulsionados, sabe-se que os emulsificantes proteicos
reagem com os radicais livres formados através da oxidagao lipidica, agindo
como antioxidantes (SCHAICH, 2008; HEMATYAR et al., 2019; BERTON et al.,
2012). Zhang e colaboradores (2022) sugerem um mecanismo pelo qual os
oligossacarideos extraidos da quitosana inibem a peroxidagao lipidica:
competicdo baseada na captura de aminoacidos de radicais livres, uma vez que
0s sacarideos da quitosana, assim como os sacarideos do OPN, contém grupos
amino em sua estrutura (JUNIOR et al, 2013). De acordo com Sierakowski e
colaboradores (1990), os complexos polissacarideos de ora-pro-nobis séo
ramificados, contendo unidades de arabinofuranose, arabinopiranose,
galactopiranose, galactopiranosil, acido urdénico e ramnopiranose. Foi relatado
também que compostos fendlicos oxidados ligados covalentemente a
polissacarideos sdo abundantemente encontrados em bagacgos de frutas
(FERNANDES et al, 2019). Tais compostos fenolicos oxidados podem reagir
com aminoacidos, sugerindo que, além da estrutura do agucar, as porgdes
protéicas de arabinogalactanas poderiam ser substituidas por compostos
fenolicos oxidados (FERNANDES; COIMBRA, 2023). Uma hipétese é que tanto
os sacarideos ligados a polifenois quanto os nao-ligados poderiam interferir nas
reacoes de glicagdo de maneira a minimizar a formacgao de AGEs.

Existe ainda o mecanismo de adsorcao de polifendis em polissacarideos
(FERNANDES; COIMBRA, 2023), o qual poderia também interferir nas reagoes.
Embora energeticamente mais fraca do que as interagbes covalentes, a
ocorréncia de multiplos sitos de ligacdo ao longo da estrutura dos
polissacarideos resulta na formacao de complexos carboidrato/polifenol
altamente estaveis cuja dissociagdo € pouco provavel através de técnicas
convencionais de purificacdo de polissacarideos, como dialise ou até mesmo
precipitacédo por etanol (GONCALVES et al, 2018).

Foi publicado pela AOAC que fibras soluveis de cadeia curta, as quais sao
soluveis em solugdes etanolicas, devem ser quantificadas por cromatografia de
permeacdo em gel e nao pelo modelo classico de precipitagdo em alcool,
principalmente moléculas com grau de polimerizagao (DP) menor do que 12
(YAN, 2017). Sabe-se que a pectina, uma familia de polissacarideos anidnicos,
ocorre em misturas quando extraida de matérias-primas em solu¢do aquosa. A

precipitacdo por alcool € um método eficiente comumente usado para a
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precipitacdo da pectina, mas nem todas as substancias pécticas podem ser
precipitadas, mesmo que seja usada proporgao de volume de alcool puro para
extrato de 3:1 (GUO et al, 2016).

De acordo com Balto e colaboradores (2016), a extracédo de
polissacarideos com solucdes etandlicas pode ser utilizada para estreitar a faixa
de DP de produtos de hidrolise de amido, uma vez que polissacarideos de menor
massa molecular permanecem em solucdo. Os polissacarideos que acabam por
precipitar durante a interacdo com o etanol podem aprisionar, ou encapsular,
polifensis (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011), e acabar por reduzir o teor de tais
componentes no sobrenadante. Entretanto, ¢ muito importante ressaltar que o
estudo realizado por Wang e colaboradores (2011) aponta que a atividade
antiglicante de polissacarideos extraidos da abobora aumenta com a redugao da
massa molecular dos polissacarideos. Ou seja, a provavel alta concentragao de
sacarideos de baixa massa molecular nos extratos dos frutos pode ter relacao
com sua performance. De forma analoga, o teor bastante reduzido de polifendis
verificado nos extratos dos frutos pelos ensaios de CFT, FT e HPLC-DAD pode
ter contribuicdo do efeito de aprisionamento de bioativos pelos polissacarideos
de maior massa molecular em virtude da incompatibilidade com a solucao
hidroetandlica 70%.

Ja para os extratos das folhas, o desempenho aparenta ter relacéo, porém
nao exclusivamente, com o elevado teor de polifendis. Polifendis vegetais, como
resveratrol, acido ferulico, acido galico, epigalocatequina e galato de
epigalocatequina (EGCG), bem como uma série de outros compostos de acidos
fendlicos e classes de flavonoides e seus glicosideos com monossacarideos
naturais, demostraram ser eficazes na proteg¢ao contra a glicagdo (ELOSTA et
al., 2012; SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014; SADOWSKA-BARTOSZ et al.,
2015). Os extratos das folhas também contém sacarideos, os quais,

analogamente aos frutos, contribuem para as atividades bioldgicas.
4.2.4. Atividade antimicrobiana

N&o foi verificada atividade antimicrobiana significativa para os extratos
em nenhuma das cepas testadas. Esse fato esta de acordo com o verificado por

outros autores, como Rodrigues (2016) e Lopes e colaboradores (2022).
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Entretanto, o estudo de Garcia e colaboradores (2019) verificou atividade
antimicrobiana sutil para os extratos hidroetandlicos das folhas de ora-pro-nobis.

E possivel inferir que poderia ter sido observada alguma atividade se o
solvente utilizado para ressuspensao dos extratos fosse outro, uma vez que o
dimetil-sulfoxido pode ter efeito protetivo sobre as colbnias bacterianas em
ensaios de curta duracdo (HONGFEI et al, 2016), e, neste caso, sendo
realizados testes em extratos de pouca efetividade, o efeito protetivo do dimetil-
sulféxido pode ter sido suficiente para sobrepor possivel atividade antimicrobiana

da planta.
4.2.5. Cromatografia em fase liquida

Conforme sugerido pelos testes de CFT e FT, foi verificado maior teor dos
componentes avaliados nos extratos das folhas. A TABELA 23 apresenta os
resultados. A FIGURA 17 mostra as estruturas dos compostos identificados e os

cromatogramas se encontram nos ANEXOS 1 e 2.

FIGURA 17 - ESTRUTURAS IDENTIFICADAS NA CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA. (1)
ACIDO GALICO; (2) ACIDO CLOROGENICO; (3) ACIDO CAFEICO; (4) ACIDO VANILICO; (5)
ACIDO CUMARICO; (6) ACIDO FERULICO; (7) CATEQUINA; (8) PROCIANIDINA; (9)
RUTINA; (10) ISOQUERCETINA

O~_OH 0 HO, COOH
(1)
HO OH

OH

HO

FONTE: O autor (2024).
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Foi demonstrado por estudos anteriores que os acidos galico, vanilico,
clorogénico e ferulico podem inibir significativamente altera¢cdes proteicas
mediadas por agucares, e, em especial os acidos clorogénico, ferulico e vanilico,
sdo capazes de suprimir a producao de AGEs e consequente reticulacao das
proteinas (WU et al, 2010). E discutido ainda que a capacidade de aprisionar o
MG esta relacionada ao numero de hidroxilas dos anéis aromaticos, sendo
sugerido que moléculas com trés ou mais hidroxilas tem melhor performance (LO
et al, 2011). A posicao da carbonila também aparenta ter influéncia.

De acordo com Wu e Yen (2005), a rutina e outras flavonas, sao os
flavonoides com maior capacidade antiglicante, tendo atuacédo em mais de uma

etapa da reacao de Maillard.
4.2.6. Cromatografia em fase gasosa

A cromatografia em fase gasosa para o extrato das folhas (ANEXO 4) foi
capaz de detectar mais compostos de interesse, uma vez que a aparente
incompatibilidade do extrato dos frutos com os solventes testados (acetato de
etila, hexano e diclorometano) inviabilizou a visualizagdo de mais substéancias

além de alguns poucos ésteres de acidos graxos (ANEXO 3), como metil oleato.

FIGURA 18 — RESULTADOS GC-MS COM ENFOQUE NOS TERPENOS
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FONTE: O autor (2024).

A FIGURA 18 apresenta parte do cromatograma do ANEXO 4, no qual se
chama a atencéo para duas substancias detectadas: neofitadieno (tempo de
retencdo 26,681 minutos) e fitol (tempo de retencdo de 31,982 minutos) nas
concentracoes de 10,24% e 3,84% das fragdes volateis, respectivamente.
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Ambos os compostos foram detectados em trabalhos anteriores, conforme
mencionado por Maciel e colaboradores (2023). O neofitadieno € um diterpeno
com acgao ansiolitica e anticonvulsionante (GONZALEZ-RIVERA et al, 2023),
sendo considerado um composto benéfico para agdo farmacologica e
terapéutica. O fitol também é classificado como terpeno e tem acéo antioxidante,
antinociceptiva, antiinflamatoria, imunomoduladora, antimicrobiana e antipirética
(ISLAM et al, 2018).

4.2.7. Ressonancia magnética nuclear para solidos

Os extratos apresentaram sinais em diversas regides espectrais no RMN
de HR-MAS de 'H. As FIGURAS 19 e 20 expde o espectro das folhas e dos

frutos, respectivamente.

FIGURA 19 - RMN DE HR-MAS PARA EXTRATO DAS FOLHAS
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FONTE: O autor (2024).

E notavel que em ambos os espectros, a regido dos carboidratos (entre 3
e 6 ppm) contém diversos picos de detecgdo, denotando a presenga dessas
moléculas (BUBB, 2006). Ao aproximar as imagens (FIGURA 21) percebe-se

alguns picos semelhantes aqueles referentes a sacarideos, como sacarose e
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glicose, e ainda alguns detectados na mucilagem de ora-pro-nobis por Martin e
colaboradores (2017), como arabinose, ramnose e galactose, em especial para

o extrato das folhas (vermelho).

FIGURA 20 - RMN DE HR-MAS PARA EXTRATO DOS FRUTOS
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FONTE: O autor (2024).

FIGURA 21 - ESPECTROS H RMN DA REGIAO CARACTERISTICA DE
CARBOIDRATOS
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FONTE: O autor (2024).

Nas regidbes de menor deslocamento quimico se encontram
principalmente aminoacidos e terpenos, como o neofitadieno e o fitol

identificados nas folhas de ora-pro-nébis via GC-MS. Mais uma vez ¢ perceptivel



104

a diferenga entre os extratos, visto que as folhas (vermelho) sdo mais ricas tanto

em bioativos quanto em proteinas (FIGURA 22).

FIGURA 22 - ESPECTRO H RMN DA REGIAO DE MENOR DESLOCAMENTO
QuiMICO
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FONTE: O autor (2024).

Foram também observados sinais de hidrogénios ligados a carbonos sp2
nos extratos (FIGURA 23), indicando a presengca de anéis aromaticos. Cabe
novamente o destaque para o extrato das folhas (vermelho), o qual possui mais
sinais do que o extrato dos frutos (preto), de modo a sugerir que as folhas contém

algumas moléculas que existem também nos frutos, e outras além.

FIGURA 23 - ESPECTRO H RMN INDICATIVO DE ANEIS AROMATICOS
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FONTE: O autor (2024).
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TABELA 23 - RESULTADOS DOS ACIDOS FENOLICOS E FLAVONOIDES POR ANALISE DE CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA

EXTRATO

FRUTOS

FOLHAS

ACIDO ACIDO ACIDO ACIDO ACIDO ACIDO

GALICO CLOROGENICO CAFEICO VANILICO CUMARICO FERULIcO CATEQUINA  PROCIANIDINA ~ RUTINA  ISOQUERCETINA

- 0,077 - - 0,099 0,061 0,275 -— 0,297 0,106

0,347 0,562 0,152 0,572 0,147 0,628 0,362 0,243 1,381 1,502

FONTE: O autor (2024).
NOTA: Avaliagdo em HPLC-DAD (mg de composto. g de amostra seca™'). Extragdes realizadas a 65°C e 10 minutos.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Medir as propriedades avaliadas com diferentes proporcgdes entre etanol
e agua como solvente extrator, além da propor¢édo massa de amostra por volume
de solvente. Também ¢é valido utilizar outros métodos de extracao e realizar a
secagem dos frutos em estufa e a secagem das folhas em liofilizador. Outro
estudo interessante seria extrair apenas a mucilagem com agua a partir do
estudo de otimizagao de extragao realizado por Junior e colaboradores (2013) e
verificar o potencial inibitorio de glicacdo e oxidagao lipidica de forma isolada. A
extragao utilizando apenas agua como solvente extrator é de especial interesse,
visto que € o solvente utilizado para cozinhar alimentos em ambiente domeéstico.

Verificar quais sacarideos permanecem em solu¢ao apos a extragdo com
solucao etandlica 70% e realizar pesquisa da relacdo entre a massa molecular
dos sacarideos e a inibigdo das reacdes de glicagdo e de oxidacao lipidica,
verificando se ha maior potencial conforme a massa molecular diminui, visto que
tal correlagao foi determinada para sacarideos extraidos da abdbora.

A conducao de testes in vivo para verificar essas e outras atividades
biologicas, além daquelas que ja foram avaliadas em outros estudos, como é o
caso de Barbalho e colaboradores (2016) e Pinto e colaboradores (2015), traria
resultados importantes para elucidar os efeitos ainda nao testados em

organismos Vivos.
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6 CONCLUSOES

Em sintese do exposto, ficou claro que os extratos de ora-pro-nobis
obtidos por ESL assistida por dispersor de alto cisalhamento a 65°C e 10’ com
solucao hidroetandlica 70% tém atividade antioxidante, anti-lipoxidacao e
antiglicante. As atividades dos extratos das folhas aparentam estar vinculadas
ao seu alto teor de polifendis, embora os sacarideos ali existentes devam
contribuir em parte para os efeitos observados, uma vez que os extratos dos
frutos, mesmo com menor teor de bioativos, apresentaram relevante atividade
anti-lipoxidacéo e antiglicante.

O mecanismo de acdo dos sacarideos ainda ndo foi completamente
elucidado, embora ja se saiba que parte dele esta relacionado a capacidade de
quelar ions metalicos. E possivel inferir ainda que a formacdo de interacdes
eletrostaticas como proteina-sacarideo, por exemplo, ou a formacao de sistemas
emulsionados poderiam ter agdo protetiva contra as reagdes de glicagéo e
oxidagao lipidica.

O fato de que foram encontrados resquicios de cadmio nas folhas e frutos
de ora-pro-nobis de cultivo organico serve como um alerta ambiental para que
providéncias sejam tomadas visando tanto a desintoxicdo do solo e lengdis
freaticos quanto a monitoracao das possiveis causas, evitando contaminacoes

futuras.
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ANEXO 1 - CROMATOGRAMA 1 HPLC-DAD ACIDOS FENOLICOS
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ANEXO 2 - CROMATOGRAMA 2 HPLC-DAD FLAVONOIDES

1. EXTRATO FRUTOS
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ANEXO 3 - CROMATOGRAMA GC-MS EXTRATO FRUTOS

TIC
1,172,871 S
2
g = T
- ~ -}
T g Z B8 sz %Re J|
g 2 Zzz 8 3 q2| B2 Yl B s
< & L L 4 v
Pl i ] K DT
T T T T T T T T T T
10.0 20.0 30.0 40.0 46.0
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time L. Time F.Time Area Area% Height Height% A/H Mark Name
1 16.620 16.560 16.680 89418 1.23 29731 1.13 3.01 Pentadecane
2 17414 17.355 17.465 165590 228 57782 2.19 2.87 Nonanoic acid, 9-oxo-, methyl ester
3 19.129 19.075 19.175 101594 1.40 40655 1.54 2.50 Heneicosane
4 21.513 21.455 2150 196103 2.70 74893 2.84 2.62 Heneicosane
5 22.030 21.970 22.080 57976 0.80 17852 0.68 325 2,5-Cyclohexadien-1-one, 2,6-bis(1,1-dimet
6 22.580 22.525 22.630 70965 098 19105 0.73 371 V  Hentriacontane
7 23.774 23.725 23.805 168049 231 64366 244 2.61 V  Heneicosane
8 23.837 23.805 23.895 152263 2.09 43349 1.65 351V 2,6,10-Trimethyltridecane
9 25.926 25.875 25.980 164341 226 68029 2.58 242 Heneicosane
10 26.054 25.995 26.120 112925 1.55 28595 1.09 395 2,6,10-Trimethyltridecane
11 27.166 27.120 27.245 152616 2.10 57086 2.17 267 'V 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methyly
12 27.754 27.690 27.825 50529 0.69 10644 0.40 4.75 2-Methylhexacosane
13 27974 27915 28.050 160831 221 56949 2.16 2.82 Eicosane
14 28.117 28.050 28.150 51400 0.71 16993 0.65 3.02 V  79-Didert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-di
15 28.456 28.400 28.555 361370 497 136038 5.17 2.66 Hexadecanoic acid, methyl ester
16 29.774 29.720 29.870 364039 5.01 131038 4.98 2.78 Hexadecanoic acid, ethyl ester
17 29.924 29.870 29.970 102577 1.41 42371 1.61 242 V  Eicosane
18 30.399 30.360 30.455 117893 1.62 47058 1.79 251 'V Methyl stearate
19 31.647 31.605 31.690 81981 1.13 30805 1.17 2.66 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester
20 31.777 31.690 31.840 2979738 40.98 1162360 44.15 256 V  9-Octadecencic acid, methyl ester, (E)-
21 31.885 31.840 32.115 590142 8.12 156178 5.93 3.78 SV  9-Octadecencic acid, methyl ester, (E)-
22 32.256 32.205 32340 553443 7.61 209705 7.96 2.64 Methyl stearate
23 33444 33.390 33.525 263388 3.62 86403 3.28 3.05 V  Octadecanoic acid, ethyl ester
24 33.580 33.525 33.650 84136 1.16 21194 0.80 397 V  Triacontane, l-iodo-
25 35.735 35.690 35.810 78335 1.08 23682 0.90 331 Methyl 18-methylnonadecanoate
7271642 100.00 2632861 100.00
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ANEXO 4 - CROMATOGRAMA GC-MS EXTRATO FOLHAS
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TIC
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5.577

Peak Report TIC

Area% Height
111 12124
1.09 16588
1.79 26780
1.04 13173
1.36 17780
10.54 135460
2.74 28230
4.16 49457
347 46154
431 30868
3.68 44788
9.81 116779
2.09 24460
9.79 84996
0.89 12302
4.11 51505
6.06 70523
4.03 44454
4.16 57084
135 17834
0.97 9754
20.11 221513
132 13381
100.00 1145987

Height%
1.06
145
234
1.15
1.55

11.82
246
432
4,03
2.69
391

10.19
2.13
742
1.07
449
6.15
3.88
498
1.56
085

19.33
1.17

100.00

A/H Mark Name

3.04
2.19
223
2.64
2.55
2.59
324
2.81
251
4.65
2.74
2.80
2.85
3.84
242
2.66
2.86
3.02
243
253
331
3.03
3.29

Tetradecane

Octadecanoic acid, ethyl ester

Heptadecane

Heneicosane

Heneicosane

Neophytadiene

2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-
Phthalic acid, butyl undecyl ester
3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol
Heptacosanoic acid, methyl ester
Hexadecanoic acid, methyl ester
Hexadecanoic acid, ethyl ester
6-Octadecenoic acid, methyl ester, (Z)-
Phytol

Linoleic acid ethyl ester
9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, (Z,
Octadecanoic acid, ethyl ester
Heptasiloxane, hexadecamethyl-
3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol
Dodecanoic acid, 1,1-dimethylpropyl ester
2,3-Dihydroxypropyl icosanoate, 2TMS deriv
Diisooctyl phthalate
3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-Dodecamethyl-1,
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ANEXO 5 - ESPECTRO DE SIMILARIDADE 1

1. ESPECTRO DO COMPOSTO A DETECTADO EXTRATO FOLHAS
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2. ESPECTRO COM 92% DE SIMILARIDADE NA BIBLIOTECA NIST: NEOFITADIENO (NEOPHYTADIENE)

1 x10.000)

N 123

|H| ..||7 ‘ /

0_0'..‘.‘. Ll ‘|. |I|. | 179 193 263 278

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

82 “

0.5




ANEXO 6 - ESPECTRO DE SIMILARIDADE 2

1. ESPECTRO DO COMPOSTO B DETECTADO EXTRATO FOLHAS
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2. ESPECTRO COM 92% DE SIMILARIDADE NA BIBILIOTECA NIST: FITOL (PHYTOL)
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