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RESUMO

Os compostos fenolicos, encontrados em vegetais e frutas, podem apresentar elevada atividade
antioxidante. A maga, segunda fruta de maior produgdo mundial, apresenta alto potencial
antioxidante devido a seu teor e ao seu perfil de compostos fenolicos. O objetivo dessa pesquisa
foi analisar a atividade antioxidante da maga e estabelecer seu efeito sob células secretoras de
insulina (RINmS5F) submetidas ao estresse oxidativo induzido por elevada concentracdo de
glucose (GA) e por H,0O,. Nos extratos de fruta inteira, epicarpo € mesocarpo € sucos das
cultivares Gala e Fuji, foram analisados acticares redutores totais (AT), teor de fendis totais (FT),
atividade antioxidante (AA) antes e apds centrifugacdo e filtracdo. Os ensaios biologicos
compreenderam andlises de citotoxicidade, viabilidade celular (VC) sob estresse oxidativo,
producgdo intracelular de superdxido e analise da funcionalidade celular. Para avaliacdo da
citotoxicidade foram testados diferentes dilui¢des dos sucos de magas (1:10, 1:50, 1:100, 1:250)
e quantidades de extratos (5, 10, 50 e 100 e 250 pg/mL). Para avaliar os efeitos bioldgicos foram
utilizadas as diluigdes 1:50, 1:100 e 1:250 e as concentracdes de extratos do epicarpo 10, 50 e
100 pg/mL para maca Gala e 10 pg/mL para mag¢a Fuji. Na fruta inteira ¢ mesocarpo os teores de
AT variaram de 9,88 a 12,10 g/100g e no epicarpo foram na ordem de 3 vezes menos. Suco de
maca Gala e Fuji foi encontrado, respectivamente, 12,94 ¢ 10,33 g/100g de AT. Grande perda de
FT e da AA foi observada apds centrifugacdo e em especial ap6s filtracdo. Maior quantidade de
FT foi observada no extrato de epicarpo de maca Fuji antes da filtragdo. Apds filtragdo o maior
conteudo de FT estava nos extratos de ma¢a Gala. Mesmo apresentando menos FT em relagdo a
maca Gala apoés a filtracdo, o extrato de epicarpo de mag¢ad Fuji manteve maior AA. O suco de
maca Gala, em relacdo ao suco da maca Fuji apresentou mais FT e AA antes e ap6s a filtragao.
No ensaio de citotoxicidade, apenas o extrato do epicarpo de mag¢a Fuji em concentragdes acima
de 10 pg/mL foi citotoxico. Sob estresse induzido por GA, o extrato de epicarpo de mag¢a Gala
(10 pg/mL), todas as dilui¢des testadas do suco de maga Gala, assim como o suco da ma¢a Fuji
(1:250), aumentaram a VC. O suco de mac¢a Fuji apresentou efeito citotoxico na diluigao 1:50.
Extrato de epicarpo de maca Gala (10, 50 ¢ 100 pg/mL), assim como o suco da mag¢d Fuji
(1:250), reduziram a producdo intracelular de superoxido. Na presenca de estresse induzido por
H,0,, 0 suco de maca Gala e Fuji (1:50 e 1:100) apresentaram efeito citoprotetor, aumentando a
VC quando comparados ao grupo H»O, Entretanto, quando analisada a morfologia celular,
nenhum dos sucos testados foi capaz de reverter significativamente os danos causados pelo H,O,.
Aumento significativo de 50% em média na secrecdo de insulina foi observado no suco de maga
Gala (1:100 e 1:250) e suco de maga Fuji (1:50). Foi possivel concluir que de acordo com tipo de
estresse oxidativo e das concentragdes utilizadas, extrato de epicarpo e suco das magas Gala e
Fuji, podem diminuir o estresse oxidativo e melhorar a funcionalidade de células RINm5f.

Palavras-chave: potencial antioxidante, fendlicos, maga, células secretoras de insulina.



ABSTRACT

The phenolic compounds, found in vegetables and fruits, may have a high antioxidant activity.
Apple, world’s second largest produced fruit, is classified as having one of the high antioxidant
potential due to its content and profile of phenolic compounds. The aim of this research was to
evaluate the antioxidant activity of apple and check its effect on cells secreting insulin (RINm5f)
subjected to oxidative stress induced by high concentration of glucose (GA) and H,O,. Once
prepared juices and extracts of whole fruit, flesh and epicarp of Gala and Fuji cultivars, the
following parameters were analyzed: total non-reducing sugars (AT), total phenols content (FT),
antioxidant activity (AA) before and after centrifugation and filtration. Cytotoxicity, cell
viability (VC) on oxidative stress and production of intracellular superoxide analysis were
performed in biological tests. Several dilutions (1:10, 1:50, 1:100, 1:250) and quantities of
extracts (5, 10, 50,100 and 250 mg/mL) of apple juice were tested to evaluate cytotoxicity. To
evaluate biological effects, juice dilutions of 1:50, 1:100 and 1:250 were used for Gala and Fuji
apple. Epicarp extracts concentration of 10, 50 and 100 mg/mL were used for Gala apple and 10
mg/mL for Fuji apple. In the whole fruit and fruit flesh, AT content ranged from 41.69 to 50.80
g/100g and epicarp’s was about 10 times less. Gala and Fuji juice AT content was, respectively,
12.94 g and 10.33 g/100g. Big loss of FT and the AA was observed after centrifugation and
especially after filtration. Highest amount of FT was found in epicarp extract of Fuji apple before
filtration. After filtration the highest concentration of FT was in extracts of Gala apple. Even
presenting less FT than Gala apple after filtering, the epicarp extract of Fuji apple kept higher
AA. Gala apple juice presented more FT and AA before and after filtration than Fuji apple juice.
During cytotoxicity test, only Fuji apple epicarp extract at concentrations above 10 g/mL was
cytotoxic. Under GA induced stress, Gala apple epicarp extract (10 mg/mL), all tested dilutions
of Gala apple juice and the Fuji apple juice (1:250), increased the VC. Fuji apple juice showed
cytotoxic effect on dilution 1:10. Gala apple apicarp extract (10, 50 and 100 g/mL) Fuji apple
juice (1:250), reduced production of intracellular superoxide. Gala and Fuji apple juice (1:50 and
1:100) had cytoprotectant effect under H,O, induced stress, increasing VC when compared to
H,0, group. However, none of the juices tested was able to significantly reverse the damage
caused by H,O, when cell morphology was evaluated. Significant increase of 50% on average in
the secretion of insulin was observed in Gala apple juice (1:100 and 1:250) and Fuji apple juice
(1:50). It could be concluded that according to oxidative stress type and extract of epicarp and
juice of Gala and Fuji apples concentration, oxidative stress on cells RINmS5f may be reduced.

Keywords: antioxidant potential, phenolic compound, apple, insulin secreting cells



QUADRO I -
FIGURA 1 -

QUADRO 2 -
FIGURA 2 -
FIGURA 3 -
FIGURA 4 -

FIGURA S -

FIGURA 6 -
FIGURA 7 -

FIGURA 8§ -

FIGURA 9 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Principais antioxidantes presentes na casca € polpa da maga ............ccceeeee. 23
Principais classes e compostos fenolicos encontrados em frutas, 25
modificado de Rice-Evans (2003)........ccccoeviiiiiiiiieiiiieeceee e

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de interesse bioldgico................. 30
Curva de crescimento das células RINm5f secretoras de insulina................ 60
Viabilidade das células RINMST..........ccooiiiiiie, 61

Viabilidade das células RINm5f em diferentes concentracoes do extrato e
dilui¢des do suco clarificado de maga ¢ na auséncia de estresse oxidativo... 66
Viabilidade das células RINm5f em diferentes concentracoes do extrato e
dilui¢des do suco clarificado de maga Fuji e Gala quando submetidas a alta

concentragdo de IUCOSE. .....cccueiriiiiiiiiiieieeeee e 69
Efeito do extrato e suco de maga Fuji e Gala na produgdo intracelular de
SUPCTOXIAO. ..ttt ettt et et ettt e bt e sateebeesabeeneesneeens 72
Efeito do extrato de epicarpo e suco de ma¢a Gala e Fuji na viabilidade

celular quando submetido a0 HaOn....oovveiiiiiiiiiiiiiiieeeee 75

Aspecto morfoldgico das células RINmS5f antes do tratamento (A) apos
tratamento com 100uM de peréxido de hidrogénio (B), efeito do
tratamento e presenca de suco da maga Fuji na dilui¢do de 1:50 (C) e efeito
do tratamento e presenca de suco de mag¢a Gala na dilui¢ao de 1:50 (D)...... 77
Efeito do extrato do epicarpo e suco das macas Gala e Fuji na secregdo de
TNSUIINA. ..ttt ettt e 79



TABELA 1 -
TABELA 2 -
TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELAS -

TABELA 6 -

TABELA 7 -

LISTA DE TABELAS

Composicao fisico-quimica da cultivar Red delicious.....................
Acucares totais (g/100g) nos extratos da fruta e suas partes e dos sucos
clarificados das cultivares Fuji € Gala..........ccccoevveriiiniiniiienienie
Efeito dos processos de filtracao e centrifugacdo no teor de compostos
fenolicos (ug/mL) nos extratos da maga inteira, do epicarpo e do
TNESOCATPO .« e tenteteettt et et ettt et e eete st et e et e sbee bt et e s bt e beeatesaeenaeeneens
Concentragao de fenois em mg/mL de extrato e suco de maga
Utilizados NOS EXPETIMENLOS. ....ccveererreiieriiieiieeieeieesieerieeeereeeeesreeeee e
Efeito dos processos de filtragao e centrifugacao na atividade
antioxidante (mmol/g) de extratos da maga inteira, do epicarpo e do
TNESOCATPO ¢+ eenveeueetteneeeneeseeanseeneesseesseensesseesseenseeseesseenseeneenseensesneesseensesnsens
Efeito do processo de filtragdo nos teores de compostos fenolicos
(ug/mL) e da atividade antioxidante (umol/g) de sucos varietais de

22

53

55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A Absorbancia

AGEs Produtos finais da glicagdo avangada (advanced glication end products)
ANOVA Andlise de variancia

CDK Enzima quinase dependente de ciclina

DMSO Dimetilsuféxido

DNA Acido desoxirribonucléico

EPM Erro padrao da média

FRAP Ferric reducing ability of plasma

GA EX Solugdo extratora na presenca de glucose em alta concentracao
GSH Glutationa reduzida

HBA Acido hidroxibenzoico

HCA Acido hidroxicindmico

HBP Rota das hexosaminas (hexosamine pathway)

HCl Acido Cloridrico

HNE 4-hidroxi-2-nonenal

HPLC Cromatografia liquida de alta performance

KOH 2M Hidréxido de potassio 2 Molar

LDL Lipoproteina de baixa densidade

MDA Malondialdeido

MTT Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

PBS Phosphate buffered saline

PM 6000 Polietilenoglicol 6000

ppm Partes por milhao

PPO Enzima polifenol oxidase

RNA Acido ribonucléico

ROO- Radical alquil peroxil

ROS Espécies reativas de oxigénio

RNS Espécies reativas de nitrogénio

TAC Capacidade antioxidante total

TBAR Acido tiobarbiturico

TPTZ 2,4,6-trpiridil-s-triazine

TROLOX Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico
USDA United States Department of Agriculture

VCEAC Equivalentes de capacidade antioxidante da vitamina C
W;z033 Oxido de wolframio

8-OhdG 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt sttt 15
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt en s, 17
2.1 A MAGCA ettt eeeett it —eetttta——————————etttr———— 17
2.1.1 A produg@0 NACIONAL ......ccuiiiiieiiiieiieiiie ettt ettt et sbe et esaeeteesnbeenbeeenneenneen 19
2.1.2 A cOmMPOSIGAO dAS TTULAS ...eevviieeiiieiiiieciieeeteeesiee e see et eesae e e e e e aaeeeaaeeeseeesssaeesaseeesnseeens 19
2.2 OS COMPOSTOS FENOLICOS .....ueeeutieuieetieneteaseenseeaseessseaseessseeseasssesnseesssessseesssesnseessesssessssesnseens 23
2.2.1 A fungo fiSi0lOZICA NA TTULA......c.viiiiiieeiieeie et e e e e aae e eareeenaeeens 23
2.2.2 A SINEESE A FRNOIS ...uviiiieiiiieeeeiee et e e et e et e e et e e e enes 23
2.2.3  AS AIfErenteS CLASSES ..ueiiiuviiiiiiieeeiiie ettt ettt ettt e e et e et e et e e et e e e eae e e eaeeeeaeeeeaaeeen 24
224 A localizag@o Na fTULA .....ccvviiiiiiiiiiccceeee e et e et 26
2.2.5 Capacidade antioxidante dos fenois da Maca...........cceeeueeeiierieeiiienieeieeie e 26
2.3 A IMPORTANCIA NUTRICIONAL DOS COMPOSTOS FENOLICOS........ceeeiuveeeiieeerieeereeesreeesreesnnneeans 28
2.3.1  Os compostos ANtIOXIAANTES .......eeeviereiieiieiiieiiecieeieeeteeteeeaeeteesbeebeeesreesseeenseesseeesseesssens 28
2.3.2  Osradicais livres € a fungao antioXidante...........cceeevveeeviieeiiieeiiee e e 28
2.4 ACAO DOS FENOIS DA MACA SOBRE OS RADICAIS LIVRES .......ccoovvvurrrreeeeeeeeieiinreeeeeeeeeennnsnreeeeeess 31
2.4.1  Atividade antioxidante de diferentes classes de fenoiS.........ccceoeevvvvieieeiiiiiiieciiieeeeee e, 31
2.4.2  Efeitos comprovados de fendis da Maga...........ccceeviiriiiiiieeiiieiieeieeee e 34
2.5 EXPERIMENTOS IN VITRO COM POLIFENOIS.......cccitiiiiiuieeatieeeieeesreeesireeessseesssseesssseessesessesenseeans 36
2.6 HIPERGLICEMIA E ESTRESSE OXIDATIVO ....eeeiuiieeiieenireeneeeenseeeneseeensseesssseesnseeessseesssseessssesssseesns 37
2.7 CONSEQUENCIAS DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CELULAS SECRETORAS DE INSULINA.......uuue........ 38
2.8 MODELOS E MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO ...cccuviieriieenireeenireeeireeeneeesneeesseeesseessseenns 39
I O] = | = I AV @ 1 TSROSO 43
3.1 OBIETIVO GERAL ....ceiutiieiiieeeiteeeiteesteeenteeeseseeansseeansseessseesssesssssessnssessseesssseesssseessssesssseesnseesns 43
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....cecuviieiiiieeeiteeestieesiteeesteeessseesssseesssseessseessseesssssesssesesssesesssesesssessnsseenns 43
4 MATERIAL E METODOS. ... oeteeeeeeeeeeeeeee et se ettt s et en s ees et es s s s 44
.1 PROCESSOS. .. ietiteeeititeeeeettteeesieteeeeestteeeeeataaeeeasssaeeaassssaesasssseeeaaassseasaasssseesansseeesasssseeesssssseeeenns 44
4.1.1  Obtengd0o do eXtrato de€ MAGA ..........eeeviiiiiieeeiiie ettt ettt e et e e e et e e e e eareeeeareeeaneas 44
4.1.2 O processamento dO SUCO.......ceueruieruieiiriienieete ettt ettt et ettt ettt st sae et e e esaeetesanenaes 45
4.1.3  Meio de cultivo das células secretoras de inSuling .............ccceeeeiieeiiieeiieecie e, 45
4.2 ANALISES ...uvti ittt eitie e ette ettt e ettt e e tte e e etaeeesbaeeasbaeasssaeaasssaesseeessaeessseeassseeassseeanseeessseeeasseeensseeenaeas 45
42.1 Determinagdo de agucares redutores tOtaIS .........ccveeeuieeeiiieeeiieeeieeeeieeeereeeereeeereeeeaee e 45
4.2.2  Determinagdo de compostos feNOliCOS tOLAIS .....ccuuieruiiriieniiieiieeie e 45
4.2.3 Determinagdo da atividade antioXidante .............cccoeevvieeiiiieiiiieeiiie e e 46
42.4  Curva de crescimento das células secretoras de insulina..............cccoeeeeeeiiieeieiiieeeeeiieeeens 47
4.3 EXPERIMENTOS ...ccuvteiiutieeiureeeuteeeuteeesseeaseeesseeesssesssssessnssessnsseesssesssssessnssessnssessseesssseesssessnnsees 47
4.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade do extrato de maca pelo método de redu¢do do MTT ............ 47
4.3.2  Induglo do estresse OXIAAtIVO .......eeieeiiiiieeeiiiieecciiee et e et e e e e e e e eaae e e e eeaaaeeeeenns 49
4.3.3  Avaliagdo dos sucos e do epicarpo de mag¢a na produgdo de anions superdxidos............... 49
4.3.4  Analise da funcionalidade celular: secre¢ao de insulina..............cceeeevveeeecreeeeiieeeeiee e 50
4.4 ANALISE ESTATISTICA ..eeieuiieeiiie ettt e ettt eetteeeteeeeeaeeessseeessseeessseeasseesnsseesnsseesssaeessseeesssesenssesessens 51
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....otieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e etee s e en v s e s s s s s 52
5.1 DOSAGEM DE ACUCARES REDUTORES TOTALIS ...coeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
5.2 EFEITO DOS PROCESSOS NO TEOR DE FENOLICOS E NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .........c.cccuvee.n. 54
5.3 ANALISES BIOLOGICAS .....vtieitieeetieesiteeessteesseeessseeassseesssseesssseesssssssssssesssssessssssssessssessssessssseeans 59

5.3.1 Caracteriza¢do da curva de crescimento das células RINmSf ............ccccoooviiiiiiiiiiiccen, 59



5.3.2  Tempo de dobramento das células RINMST..........cccuvieiiiiiiiiiieeceee e 59

5.3.3  Viabilidade das células RINMST .......c.cooiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 60
5.3.4  Producgdo intracelular de superoxido induzido com alta concentragao de glucose............... 70
5.3.5 Viabilidade celular na presenca de estresse induzido por peréxido de hidrogénio.............. 72
6  CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt 80
7 CONCLUSOES ....cootuitiiieiiieties st 82

REFERENCIAS ...t ettt et e et et et e e et e et et e e et e e et et e e et et et e e e s et e e et eeeer e e e et e s er e e anans 83



15

1 INTRODUCAO

A relacdo entre compostos fenolicos presentes em alimentos € a sua capacidade
antioxidante tem sido objetivo de diversas investigacdes. O consumo de alimentos contendo
esses compostos € associado, com base na literatura internacional, a baixa incidéncia de doencas
cronicas como cancer ¢ diabetes (SAIJA et al., 1995). Essas doengas sao relacionadas a escolha
do estilo de vida das quais um dos fatores de maior importancia é a composicdo da dieta
alimentar.

A maga brasileira, por ser uma fruta de sabor diferenciado daquela importada, mudou os
habitos do consumidor, resultando no aumento do consumo, que se situa em 4,6 kg per capita ao
ano. O consumo ainda é baixo comparado ao da Austria (32,8 kg), Turquia (71,7 kg) e Bélgica
(28,7 kg). Os paises do Mercosul apresentam consumo mais elevado onde a Argentina consome
11,1 kg e o Chile 6,5 kg per capita (MELLO, 2007).

Na populagdo norte-americana, foi estimado que o consumo de maca seja responsavel por
25% da ingestao per capita de polifenois em frutas (VINSON et al.,2001). Em se considerando
que teor de fendis das magas brasileiras correspondem a 1000 mg/kg, estima-se que o consumo
anual seja de 4,6 g de polifenois provenientes desta fruta.

Face a elevada atividade antioxidante das magas, pesquisadores (LEE; SMITH, 2000)
sugerem que as pessoas devam consumir mais esta fruta ou pelo menos uma por dia a fim de
aumentar o conteudo antioxidante total de sua dieta e evitar estados patoldgicos. Song et al.
(2005) encontraram redug¢do de 28 % no risco de desenvolver diabetes em mulheres que
consumiam ao menos uma maca ao dia quando comparadas aquelas que ndo consumiam magas.
Entretanto, quando os compostos fenolicos da mag¢d sdo aplicados isoladamente e em altas
concentragdes podem apresentar atividade citotoxica (ESTEVES et al., 2008), tornando-se

essencial pesquisas sobre a ingestdo da quantidade correta.
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A maca apresenta significativo teor de compostos fendlicos, que pode variar em fungao
da cultivar, da regido de cultivo, do clima e de praticas culturais, de 1000 a 6000 mg/kg
(SHAHIDI; NACZK, 2004), com potencial uso preventivo da fruta no controle de doencas como
cancer, diabetes e afec¢des cardiovasculares (BOYER; LIU, 2004).

A fisiopatologia de doencas crdonicas degenerativas como diabetes, canceres e doengas
cardiovasculares estdo relacionadas, entre outros fatores, ao balango redox. Quando radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) sdo produzidos in vivo em
niveis que nao podem ser combatidos pelo sistema antioxidante enddégeno, podem ocorrer danos
em lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos. Esse desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas ¢ a capacidade antioxidante do organismo ¢ denominada estresse oxidativo.
Modificagcdes oxidativas em biomoléculas causadas por niveis téxicos de ROS e RNS
representam danos que podem levar a conseqiiéncias deletérias como uma diminuicdo das
funcdes das células (MORAN; GUTTERIDGE; QUILAN, 2001).

As células do pancreas tém alta susceptibilidade ao ataque por radicais livres (LENZEN
et al.,1996) sendo um dos fatores envolvidos no desenvolvimento de doengas do pancreas como
o diabetes mellitus (ZHANG; OLLINGER; BRUNK, 1995). A exposi¢do cronica das células B
pancreaticas a alta concentracdo de glucose é acompanhada da reducdo na secrecdo e na
expressao génica da insulina (POITOUT; ROBERTSON, 2002) e redu¢do da massa de células B
por inducao da morte celular (apoptose) (DONATH et al., 1999; PICK et al., 1998).

Em condig¢des de hiperglicemia, a glucose ¢ preferencialmente utilizada na via dos polidis
(LEE; CHUNG, 1999), o que leva ao consumo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), necessarios para a regeneragdo da enzima glutationa redutase. Portanto, hiperglicemia
causa a deple¢do de glutationa (GSH) que leva ao aumento do estresse oxidativo (PASAOGLU;
SANCAK; BUKAN, 2004). Soma-se a esse fator a ocorréncia do estresse oxidativo gerado pelo

aumento da O-glicosilagdo nessas células (D'ALESSANDRIS et al., 2004; ANDREOZZI et al.,
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2004). A hiperglicemia cronica afeta negativamente a fun¢do dos receptores de insulina assim
como a funcionalidade e a expressao deste hormonio em células RINmSf (HRIBAL et al., 2003).

Outro fator para o aumento da producdao de radicais livres e consequentemente, do
estresse oxidativo ¢ a presenga de peroxido de hidrogénio em altos niveis. Em células de
linhagem RINmS5f a peroxidacao induzida aumenta o influxo de ions célcio na célula resultando
em apoptose (ISHII et al., 2006). Pesquisas que utilizam esses modelos de estresse podem
contribuir para a prevengao e tratamento destas complicagdes.

Os compostos antioxidantes, captadores de espécies reativas de oxigénio, auxiliam na
prevencdo das doengas que podem ser causadas pelo estresse oxidativo. Polifendis
metabolizados pelas plantas tém demonstrado elevada atividade antioxidante em numerosos
sistemas (CROFT, 1998; FORMICA; REGELSON, 1995) pela sua propriedade citoprotetora
(ISHIGE; SCHUBERT; SAGARA, 2001; NARDINI et al., 1998; NEGRE-SALVAYRE, 1992).
Ha pesquisas sobre os efeitos benéficos das frutas, ¢ a maca apresenta um grande potencial
(CURTI; SALGADO, 2005) para trabalhos in vitro e in vivo.

A partir do conhecimento destas variaveis, foi avaliado in vitro a capacidade antioxidante
de extrato e do suco de maga em células secretoras de insulina submetidas ao estresse oxidativo

induzido por alta concentragdo de glucose e perdxido de hidrogénio.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentos funcionais

ROBERFROID (2000) define alimentos funcionais, de maneira pratica, como sendo:
alimentos naturais, alimentos com adi¢gdo de componentes, alimentos com redugdo de

componentes, alimento com modificacdo de um ou mais componentes, alimentos com
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modificacao da biodisponibilidade de um ou mais componentes, quaisquer combinacdes destas
possibilidades.

O Codex Alimentarius (1999), definiu dois tipos de alegacdes, de maior relevancia:
alegacdo de melhora da funcao (tipo A) ou alegacdo de redugdo no risco de doenca (tipo B). A
alegacdo de melhora da fungdo (tipo A) refere-se a(s) conseqiiéncia(s) positiva(s) de interagdes
entre os componentes dos alimentos e fungdes no organismo sem referéncia direta a redugdo no
risco de qualquer enfermidade. Exemplos incluem a prevencdo do estresse oxidativo
(antioxidantes). A alegacdo de redug@o no risco de doenga (tipo B) refere-se a reducdo no risco
de doenga pelo consumo de componentes alimentares especificos ou misturas. Exemplos de tais
alegagdes ¢ a reducgdo do risco de doenga cardiovascular ou cancer (ROBERFROID, 1999).

O Brasil apresenta uma legislagdo bastante avangada sobre os alimentos funcionais. As
Portarias da Vigilancia Sanitaria n® 18 e 19, de 1999, apresentam questdes que ajudam a
sustentar ou ndo as alega¢des de propriedades funcionais dos alimentos e quais os critérios para a
demonstragdo das mesmas. Dessa forma, torna-se indispensavel que o profissional da area da
saude conheca profundamente os alimentos funcionais, suas fungdes, quantidade recomendada
de ingestdo e a biodisponibilidade de seus fitoquimicos, para a adequada incorporagdo desses a
sua pratica de prescricao dietética (PASCHOAL, 2001).

Mais significativo, talvez, é o potencial dos alimentos funcionais de mitigar doengas,
promover a saude e reduzir os custos da assisténcia a saide (HASLER, 1998). Em 1992, uma
revisdo de 200 estudos epidemiologicos (BLOCK et al., 1992) mostrou que o risco de cancer em
pessoas que consumiam dietas ricas em frutas e vegetais foi 50% maior naquelas que consumiam
pouco destes alimentos. Esta claro agora que ha componentes em uma dieta baseada em plantas
que sdo diferentes dos nutrientes tradicionais e que podem reduzir o risco de cancer. Steinmetz e
Potter (1991) identificaram mais de uma dezena de classes dessas substancias quimicas de

origem vegetal e que sdo ativas biologicamente, agora conhecidas como "fitoquimicos".
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2.2 A maca

2.2.1 A produgao nacional

A producgdo brasileira da maga obteve um significativo crescimento ao longo dos tltimos
32 anos com a implantagdo dos pomares comerciais nas regioes elevadas dos estados sulinos,
compreendendo o sul do Parana, a Regido Serrana ¢ o meio oeste do Estado de Santa Catarina e
a Serra Gaucha no norte do Estado do Rio Grande do Sul. Na safra 1973/74, a producao foi de
1.528 toneladas, aumentando para 960.000 toneladas na safra de 2005/06. Atualmente a cultura
da maca pode ser considerada uma atividade econdmica relevante na Regido Sul do pais, com
repercussdo no cenario internacional, contribuindo com aproximadamente 1,5 % da producao
mundial (ABPM, 2006; PAGANINI et al., 2004).

A maior parte da produgdo provém de trés cultivares: Gala, Fuji e Golden delicious. A
cultivar Gala ¢ a primeira a ser colhida, em fevereiro, representando 48 % da produgdo total a
Fuji, cuja colheita se da em abril, é a mais resistente para frigoconservagao, participando com 42
% da producdo e a Golden delicious, colhida em margo, representa 3 % da produgdo total, sendo

os 7 % restantes compostos por outras cultivares (ABPM, 2006; MELLO, 2004).

2.2.2 A composicao das frutas

Os acucares

Segundo Wosiacki, Pholman e Nogueira (2004), os acucares redutores totais e sua
distribuicao sob a forma de sacarose, glucose e frutose sdo importantes dentre os atributos de
qualidade por diferentes motivos. Para efeitos de consumo in natura a mistura conhecida
tecnicamente como agucar invertido proporciona a fruta o caracteristico sabor doce de uma
forma mais peculiar do que os componentes propriamente ditos. Para efeitos industriais quanto

mais acucar presente, melhor para o processo de fermentacdo ou para o de obtencdo de sucos
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concentrados clarificados. A discriminagdo das cultivares pelos teores de acucares glucose e
frutose esta sendo proposta como um instrumento a mais na classificacdo de magas. Os mesmos
autores avaliaram 15 cultivares de magd com interesse industrial e citam nesse trabalho que a
cultivar Sansa ¢ altamente promissora para uso em alimentos com apelo funcional, pois
apresenta cerca de 12 % de frutose total, o que corresponde a 84% dos actcares redutores totais
da fruta. Como interessante do ponto de vista industrial, por apresentarem valores do indicador
préoximo ao limite 20 (agucar/acidez) sdo a Belgolden, as Coop 25 e 26, a Melrose ¢ a Malus
67/90. A Sansa desponta como a portadora de maiores teores de frutose e potencialmente como
matéria-prima para a elaboracdo de bebidas com apelo funcional. O percentual elevado de
frutose ¢ um bom indicador nutricional, pois esse monossacarideo ¢ mais doce e, pela
particularidade de ser absorvido no trato intestinal e metabolisado nas células do epitélio, ¢

considerado dietético (LEHNINGER et al., 1995).

Os acidos organicos

As magas apresentam o acido malico como predominante por determinagdo génica e os
demais acidos organicos ndo chegam a atingir o valor correspondente a 5% do total, razao pela
qual sdo usualmente negligenciados (CZELUSNIAK et al., 2003). Os autores anteriormente
citados, avaliaram 27 variedades de mac¢as com relagdo aos teores de agucares expressos como
glucose em g/100mL, a acidez total titulavel expressa como acido malico em g/100mL aos
compostos fenodlicos expressos como catequina em mg/L (ppm) e as razdes frutose/glucose e
acucares totais/acidez. As analises resultaram em uma amplitude que vai de 144 a 685 ppm para
compostos fendlicos, com um teor médio de 353 + 152 mg/kg, o que indica um coeficiente de
variagdo superior a 40 %, ou seja, ha bastante heterogeneidade com relagdo a este parametro.
Wosiacki e Nogueira (2005) determinaram a composi¢ao fisico-quimica de 124 cultivares de

magcas brasileiras produzidas em 19 safras entre o periodo de 1982 a 2003, ¢ indicam que a
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acidez média ¢ de 0,376 g/100mL, porém com amplitude de 0,086 a 1,118 g/100mL, com

coeficiente de variacao de 46,21 %.

As fibras

Os teores de fibras totais na mag¢a variam discretamente de 1,97 g/100g a 2,2 g/100g.
Pesquisas que analisaram o epicarpo (casca) e o mesocarpo (polpa) de magd (LEONTOWICZ,
GORINNSTEIN; LEONTOWICZ, 2003) encontraram no epicarpo 2,6 a 3,3 g/100g de fibra total
(PHILIPPI, 2001) e no mesocarpo 1,1 a 1,6 g/100g de fibra total (GUIUNTINI et al., 2003),
ambos na base fresca. Gheyas et al. (1999) analisaram o conteudo de fibras em treze variedades
de magd (Cortland, Empire, Fuji, Golden Delicious, Gala, Granny Smith, Jonagold, Mutsu,
Mclntosh, Delicious, Rome, Stayman e York) e o conteido de parede celular que ndo era amido
foi de 23,1 + 4,5g /kg. Os autores concluem ainda que a quantidade de fibras pode variar de 19,1

g/kg na maga Fuji a 36,2 g/ kg no cultivar York.

As vitaminas e 0s minerais

A cultivar Red delicious ¢ uma das cultivares de mag¢as mais difundidas no mercado
consumidor americano e Johnson et al. (1984) divulgaram a sua composicdo em termos de
vitaminas hidrossoliveis e de ions uma vez que a analise centesimal aproximada estava dentro
do esperado, de acordo com os padrdes americanos, explicitados no Handbook 8 de
responsabilidade do Orgdo estatal USDA. Os autores tomaram amostras em seis cidades e
tiveram o cuidado de seleciona-las em épocas de alta e baixa disponibilidade no mercado da

Costa Leste a Oeste, ¢ os resultados podem ser observados na Tabela 1.
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TABELA 1 - Composi¢ao fisico-quimica da cultivar Red delicious.

Micronutriente Red delicious Handbook 8
(mg/100g) Valores médios Amplitude Referencial
Acido ascorbico 5,51 1,69 — 6,12 5,7
Niacina 0,08 0,05-0,10 0,08
Acido pantoténico total 0,07 0,05-0,10 0,06
Acido pantoténico livre 0,06 0,05 - 0,09 -
Vitamina B6 0,03 0,02 - 0,04 0,05
Riboflavina 0,02 0,01 -0,02 0,01
Tiamina 0,01 0,005 - 0,016 0,02
Acido folico total 0,85 0,60 - 1,06 2,80
Acido folico livre 0,21 0,21 - 0,30 -

Fonte: Johnson et al. (1984).

Nos cultivares Gala e Fuji, os minerais potassio (K), fésforo (P), magnésio (Mg) e célcio
(Ca) encontrados na maca representaram mais de 50 % do teor de cinza total. O teor de potassio
nas frutas € superior aos demais minerais, 7300 e 7500 mg/L para Gala e Fuji, respectivamente.
Os teores de fosforo sdo diferentes entre as cultivares Gala (487 mg/L) e Fuji (150 mg/L). O
magnésio apresenta valores superiores na Fuji (411 mg/L) quando comparado a cultivar Gala
(354 mg/L). A maioria dos minerais ¢ transportada via xilema durante a transpiragdo da fruta,
quando a fruta inicia o estagio de amadurecimento. Ocorre diminui¢ao da transpiracao devido a
modificagao da pelicula e degenerescéncia dos estomatos, cessando o acimulo de Ca e, em
menor intensidade, o de Mg. Além disso, durante a maturacdo a concentracdo destes dois

minerais diminui (NOGUEIRA et al., 2007).

Os fitonutrientes

Magas contém significativas quantidades de compostos fitoquimicos. A epiderme,
particularmente, ¢ uma rica fonte de quercetina a qual ¢ reconhecidamente um composto com
elevada atividade antioxidante. Diferentes cutivares de maca demonstram quantidades
particulares de atividade antioxidante e de fitoquimicos. Boyer e Liu (2004) determinaram os

antioxidantes presentes na casca e polpa da mag¢a (Quadro 1).
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Partes da maga Compostos fendlicos
Cianidina-3-galactosideo
Quercetina —3- galactosideo
Quercetina-3-glucosideo

Casca Quercetina-3-raminosideo
Acido clorogénico

Acido cumérico

Acido galico

Catequina

Epicatequina

Procianidina

Floridzina

QUADRO 1 - Principais antioxidantes presentes na casca e polpa da maca.
Fonte: Boyer e Liu (2004).

Casca e Polpa

Face a elevada atividade antioxidante das macgas, os autores LEE; SMITH (2000)
sugerem que as pessoas devem consumir, mais ou pelo menos, uma por dia a fim de aumentar o

conteudo antioxidante total de sua dieta.

2.3 Os compostos fenolicos

2.3.1 A funcdo fisiologica na fruta

Fendlicos fazem parte do mecanismo de defesa na mag¢a contra fungos patdgenos como
Venturia sp., Gloeosporium sp., Sclerotinia fructigena, e Botrytis cinerea. Caso o tecido da fruta
seja infectado, ocorre aumento na atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) levando a
aceleragdo da oxidacdo de polifendis. Os produtos da oxidacdo dos polifendis desempenham

importante fun¢@o na resisténcia do tecido da fruta a patdogenos (SHAHIDI; NACZK, 2004).

2.3.2 A sintese de fendis

Os compostos fenolicos presentes em alimentos originam-se de uma das muitas classes

de metabdlitos secundarios de plantas (FEREIDOON, 2002; VAN SUMERE, 1989).
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As duas principais classes de compostos fenolicos da ma¢a compreendem os acidos
fendlicos e os flavonoides. Nessas classes, podem ser encontrados cinco principais grupos de
compostos fenolicos sendo os acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzodicos os representantes dos
acidos fendlicos e, os flavan-3-6is (catequina, epicatequina e proantocianidois), antocianinas,
flavonoides (quercetina) e dihidrochalconas (floretina e floredzina) representantes dos

flavonoides (GUYOT et al., 1997).

2.3.3 As diferentes classes

Ribéreau-Gayon (1968) adotou a seguinte classificacdo para compostos fendlicos: pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.

Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza estdo os fendis
simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. A esta familia pertencem os aldeidos
derivados dos acidos benzdicos, que sao constituintes dos 6leos essenciais como da vanilina.

Alguns compostos fenolicos ndo se apresentam em forma livre nos tecidos vegetais. Sao
aqueles presentes sob a forma de polimeros, como os taninos e as ligninas. Os taninos, sdo
compostos de alto peso molecular, que conferem ao alimento a sensacdo de adstringéncia.
Classificam-se em dois grupos baseados em seu tipo estrutural: taninos hidrolisdveis e taninos
condensados (Figura 1). Os primeiros contém um nucleo central de glucose ou um alcool
poliidrico, esterificado com acido galico ou elagico, e sdo prontamente hidrolisdveis com acidos,
bases ou enzimas. Os taninos condensados, polimeros de catequina e/ou leucoantocianidina, nao
prontamente hidrolisaveis por tratamento acido. As ligninas sdo polimeros complexos de grande
rigidez e resisténcia mecanica e sua hidrolise alcalina libera uma variedade de derivados dos
acidos benzoico e cindmico.

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos
encontrados geralmente em todo o reino vegetal, mas as vezes localizados em uma s6 planta.

Estes fenolicos estdo divididos em dois grandes grupos: os flavondides e os acidos fendlicos
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(acidos benzodico, cinamico e seus derivados). Os flavondides tem estrutura basica formada por
C6-C3-C6, sendo os compostos mais diversificados no Reino Vegetal. Neste grupo encontram-se
as antocianidinas, flavonas, flavonois e, com menor freqiiéncia, as auronas, calconas e
isoflavonas, dependendo do lugar, numero e combinacdo dos grupamentos participantes da
molécula.

Os acidos fenolicos sdo divididos em trés grupos. O primeiro ¢ composto pelos acidos
benzobicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os mais encontrados na natureza.
O segundo ¢ formado pelos acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3),
sendo sete os comumente encontrados no Reino Vegetal. As cumarinas, terceiro grupo, sao
derivadas do acido cindmico por ciclizagdo da cadeia lateral do 4cido 0-cumarico. Os acidos
fenolicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem se ligar entre si ou com outros
compostos. A combinagdo mais importante destes acidos ocorre com o acido caféico, o qual,

associado a um alcool-acido ciclico, denominado acido quinico, origina o acido clorogénico.

| POLIFENOIS |
v ; v
Polimeros fendlicos _ Acidos fendlicos Flavonéides
(Taninos) (Acidos hidroxibenzdico e
hidroxicinamico)

| | J J

Polincig%i%r:ass:tzsuina Polmi:glsl ZdZVZ::Sidos Antocianina Antoxantinas
e epicate uin:jl1 alico e elagico Glicosideos de Flavonois
P q 9 9 antocianidina Flavonols

Flavonas
Isoflavans
Flavononas
Isoflavonas

Figura 1. Principais classes e compostos fenolicos encontrados em frutas, modificado de Rice-Evans (2003).
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2.3.4 A localizacdo na fruta

A concentragdo dos fitoquimicos da mac¢a depende de diversos fatores, como o cultivar,
clima, regido, solo, armazenamento e processamento da fruta. Além disso, o teor de fitoquimicos
pode variar em funcdo da parte da fruta, sendo o epicarpo a por¢do com mais compostos
fendlicos em comparagdo ao mesocarpo € ao endocarpo (BOYER; LIU, 2004; NOGUEIRA et
al., 2003). Em diferentes cultivares a relacdo casca/polpa de concentracdo de fenois, pode variar
de 3 a 10 vezes (NICOLAS et al., 1994).

O conteudo total de polifendis na epiderme, parénquima, casca ¢ sementes da maga
corresponde a aproximadamente 5000 mg/kg (GOLDIN et al., 2001), mas a maior quantidade de
fenolicos encontrados na magca inteira localizam-se no parénquima (64%) (GUYOT et al., 1998).

Em magas, os compostos fenolicos estdo localizados nos vacuolos (97 %), sendo que nas
células da epiderme e sub-epiderme as suas concentragdes representam quantidades superiores
aquelas encontradas nos tecidos internos da fruta e essa relacdo epiderme/mesoderme de

concentragdo de fenois pode ser 3 a 10 vezes superior (NICOLAS et al., 1994).

2.3.5 Capacidade antioxidante dos feno6is da maga

Wang, Cao ¢ Prior (1996) analisando a capacidade antioxidante total de frutas, pelo
método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), verificaram que a magad pode ser
considerada como uma fruta de alto poder antioxidante, entre outras, como o morango, ameixa,
uva rosada, laranja, kiwi, grapefruit, uva branca, banana, tomate, péra e melo.

Chinnici et al. (2004) verificaram e quantificaram a capacidade antioxidante total dos
fendlicos (TAC) que foi expresso por equivalente de Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-
2-carboxilico (TROLOX) em diferentes partes da magd Golden delicious na forma de extrato
aquoso. No epicarpo de cultivo ndo organico foi observado maior TAC seguido do epicarpo de

maca organica, mesocarpo integral e mesocarpo de macas produzidas pelo sistema organico. Nos
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epicarpos, os maiores contribuintes para a atividade antioxidante foram os flavondis e
procianidinas, os quais contribuiram com 90 % da atividade antioxidante total. Enquanto que, na
polpa, a TAC foi atribuida aos flavonois em conjunto com os hidroxicinamicos.

Os efeitos benéficos provenientes do consumo da maca sao alvo de pesquisas em todo o
mundo e freqiientemente atribuidos aos componentes presentes na fruta, como as fibras, vitamina
C e os fendlicos. Esses compostos agem em conjunto, exercendo agdes positivas para aqueles
que consomem a fruta regularmente e seguem um estilo de vida saudavel (CURTI; SALGADO,
2005).

Boyer e Liu (2004) observaram que o consumo de mac¢a, comparado com outras frutas,
foi associado com a redugdo do risco de desenvolver cancer, doencas cardiacas, doencas
pulmonares, diabetes tipo II, além de auxiliar na perda de peso.

Ko et al. (2005) analisaram o plasma de homens apds o consumo de 150 mL de 9 sucos
de fruta (péra, maga, laranja, uva, p€ssego, cereja, kiwi, meldo e melancia). Apds 30 minutos do
consumo destes sucos, exceto para suco de péra, mostraram supressdo efetiva da geracdo de
espécies reativas de oxigénio no plasma dos individuos avaliados.

Pearson et al. (1999) observaram que o nivel de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
oxidada em humanos diminuiu com a inclusdo de extratos de maga. Nesse trabalho, foi utilizada
uma técnica in vitro com sangue humano. A pesquisa concluiu que o consumo tanto de magas in
natura quanto do seu suco industrializado podem ser benéfico para a satde, pois a inibi¢do da

oxidac¢do do LDL pode prevenir o aparecimento da aterosclerose.
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2.4 A importéancia nutricional dos compostos fenolicos

2.4.1 Os compostos antioxidantes

As publicacdes cientificas citadas até o presente momento comprovam que ocorre
aumento de formacao de radicais livres em individuos expostos a situagdes patoldgicas, e que a
acdo de antioxidantes poderia neutralizar a a¢ao deletéria sobre as células. Os radicais livres
podem ser neutralizados ao terem suas sinteses e propagagdes interrompidas. Quando dois
radicais livres encontram-se podem ceder elétrons para estabilizarem suas Orbitas, ou através de
sistemas antioxidantes do organismo que inibem a génese dos radicais livres (OLSZEWER,
NAVEIRA; GARCIA, 1997).

Existem dois grupos de antioxidantes, os enzimaticos sintetizados no organismo e os nao-
enzimaticos (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SANTOS; CRUZ, 2001). O sistema enzimatico ¢
composto pela superoxido dismutase, catalase, NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa
peroxidase e glutationa reduzida (BIANCHI; ANTUNES, 1999). A glutationa reduzida,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase atuam como detoxificadora dos radicais livres
antes que eles causem a lesao (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes provenientes da dieta como o acido ascorbico, tocoferol (vitamina E),
carotendides, flavonoides, selénio, acido urico e zinco constituem o sistema nio enzimatico

(NELSON et al., 2003; BIANCHI; ANTUNES, 1999).

2.4.2 Os radicais livres e a fungdo antioxidante

A producao de radicais livres

A oxidacdo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a acdo dos radicais livres no

organismo. Estas moléculas t€ém um elétron isolado, livre para se ligar a qualquer outro elétron, e
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por isso sdo extremamente reativas. Além de radicais livres existem moléculas altamente reativas
ndo radicalares, tais como o peroxido de hidrogénio, que estdo envolvidos em oxidacao de
biomoléculas. Elas podem ser geradas por fontes enddgenas ou exdgenas. Por fontes endogenas,
originam-se de processos biologicos que normalmente ocorrem no organismo, tais como:
reducdo de flavinas e tiois; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases,
desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transi¢ao no interior da célula e de sistemas
de transporte de elétrons. Esta geragdo de radicais livres envolve varias organelas celulares,
como mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasmatico ¢ membranas
(MACHLIN; BENDICH, 1987).

As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluicao do ar, solventes
organicos, anestésicos, pesticidas e radiagdes. Nos processos bioldgicos ha formac¢dao de uma
variedade de radicais livres (ERENEL; ERBAS; ARICIOGLU, 1993; RICE-EVANS;
BURDON, 1993).

O ser humano saudavel equilibra a formacdo dos radicais livres através dos sistemas
antioxidantes, porém agentes fisico-quimicos, ambientais ou patolégicos como poluentes
atmosféricos, tabagismo, raios ultravioletas, radiacdo, substancias quimicas toxicas e
supernutricdo, aumentam os niveis dos radicais livres favorecendo o estresse oxidativo
(DEVASAGAYAM, 2004). No Quadro 2 podem ser observados os tipos de radicais livres
gerados no organismo, a origem e sua reatividade. Estes radicais poderdo causar alteragdes nas
células, agindo diretamente sobre alguns componentes celulares. Os acidos graxos
poliinsaturados das membranas, por exemplo, sdo vulneraveis ao ataque de radicais livres. Estas
moléculas desencadeiam reagdes de oxidagdo nos acidos graxos da membrana lipoprotéica,
denominadas de peroxidagdo lipidica, que afetardo a integridade estrutural e funcional da
membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. Além disso, os produtos da oxidacao
dos lipidios da membrana podem causar alteracdes em certas fungdes celulares (RICE-EVANS;

BURDON, 1993).
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Espécie Reativa Simbolo | Comentéario

Espécies reativas de Oxigénio

Superoxido O, Gerado na mitocondria, sistema cardiovascular e outros.

Radical hidroxil ‘OH Altamente reativo, gerado durante a sobrecarga de ferro.

Peréxido de Hidrogénio H,0, Formado no organismo através de diversas reacdes e gera a espécie
altamente reativa como o radical hidroxil.

Radical Peroxil ROO Reativa, proveniente dos lipidios, proteinas, DNA, agucares
durante o dano oxidativo.

Hidroperéxido organico ROOH Reage com ions de metal na geracdo de espécies reativas.

Oxigénio Singlet '0, Altamente reativo formado durante reagdes quimicas.

Ozo6nio (0N Pode reagir com varias moléculas, aumenta a quantidade de

oxigénio singlet.

Espécies Reativas de Nitrogénio

Oxido Nitrico NO Neurotransmissor, regula pressdo sanguinea, aumenta potencial
oxidante durante estado de patologia.

Peréxido Nitrico ONOO Formado do NO e superoxido, altamente reativo.
Acido Perdxido ONOOH | Proveniente do peroxido nitrico
Diodxido de Nitrogénio NO, Formado durante a polui¢do atmosférica.

Fonte: Adaptado de Devasagayam (2004).
QUADRO 2 - Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de interesse bioldgico.

Os radicais livres podem provocar modificagdes nas proteinas celulares, resultando em
sua fragmentagdo, ligagdes cruzadas (cross linking), agregacdo e, em certos casos, ativagdo ou
inativagdo de certas enzimas devido a reagdo dos radicais livres com aminoacidos constituintes
da cadeia polipeptidica. A reag@o de radicais livres com acidos nucléicos foi observada, gerando
mudangas em moléculas de DNA ¢ acarretando certas aberragcdes cromossomicas (ERENEL;
ERBAS; ARICIOGLU, 1993). Além destes efeitos indiretos, ha a agao toxica resultante de altas
concentragdes de ion superdxido e peroxido de hidrogénio na célula (HALLIWELL et al., 1995).

Mesmo a produgdo subtoxica de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode levar a
alteracdo no estado redox celular e extracelular, e tém a capacidade de sinalizar mudangas nas
funcdes celulares originais. Numerosos processos celulares incluindo a expressdo génica podem
ser prejudicados por subitas mudangas no balanco redox. Exemplo disso inclui a ativagdo de
certos fatores de transcri¢do nucleares e a determinacdo da morte celular por apoptose ou
necrose. O balango redox da célula é, em circunstancias normais, controlado geneticamente e
mantido por um conjunto de sistemas enzimaticos, assegurando assim, que toda essa condi¢do de

reducdo prevaleca (MORAN; GUTTERIDGE; QUINLAN, 2001).
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A detoxificagéo celular

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos, de moléculas
simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: o primeiro
envolve a inibicdo da formacdo de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciacdo; o
segundo abrange a eliminagdo de radicais importantes na etapa de propagagao, como alcoxila ¢
peroxila, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacao
em cadeia (NAMIKI, 1990; SIMIC; JAVANOVIC, 1994).

Antioxidantes fenolicos funcionam como seqiiestradores de radicais e algumas vezes
como quelantes de metais (SHAHIDI, JANITHA; WANASUNDARA, 1992), agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermedidrios,
formados pela agdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel

aromatico apresentada por estas substancias (NAWAR, 1985).

2.5 Acao dos fendis da maga sobre os radicais livres

2.5.1 Atividade antioxidante de diferentes classes de fenois

Lee et al. (2004) avaliaram o contetido de cada antioxidante em magds Empire e sua
contribuicdo para a atividade antioxidante total dessas frutas, determinadas pela analise da
inibicdo do 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato que induziu gerag¢do de radicais superdxido em
um modelo de cultivo celular e expressado em equivalentes de capacidade antioxidante da
vitamina C (VCEAC). Os valores de VCEAC expressos em 100 g da ma¢a Empire foram:
quercetina (60,05 g VCEAC) > 4cido clorogenico (12,32 g) > floretina (7,41 g) > procianidina
B2 (7,22 g) > vitamina C (6,61 g) > epicatequina (5,10 g). No extrato da maga foi observado
efeito protetor contra a inibigdo da comunicacdo intracelular (gap-junctional - envolvida no

processo da carcinogénese) pelo H,O, de maneira dose-dependente. A quercetina exibiu o efeito
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protetor mais forte comparada aos outros antioxidantes da macgd, seguida por epicatequina,
procianidina B2 e vitamina C, enquanto que, acido clorogénico e floretina nao apresentaram
efeito significativo.

Varios métodos analiticos sdo disponiveis para determinar a atividade antioxidante total
de extratos, com objetivo de avaliar a capacidade antioxidante total das amostras
(BRANDWILLIAMS et al., 1995). A determinacdo da capacidade antioxidante de alimentos
ainda apresenta sérias limita¢des, principalmente devido a ndo padronizagdo de uma metodologia
que apresente resultados representativos para uma ampla variedade de amostras naturais e
industrializadas (HUANG; OU; PRIOR, 2005; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Giada e
Mancini-Filho (2008) informam que todos os métodos apresentam vantagens e¢ desvantagens.
Desta forma, a atividade antioxidante in vitro de compostos fenolicos pode ¢ deve ser avaliada
com diferentes testes para diferentes mecanismos. Todavia, todos estes ensaios baseados em
reagdes quimicas diferenciadas oferecem resultados numéricos distintos e dificeis de serem
comparados.

Os testes disponiveis na literatura variam basicamente quanto ao tipo de radicais gerados
ou a espécie oxidante empregada e aos métodos usados para sua deteccdo e quantificagdo. Em
todos esses ensaios, um radical gerado ou um oxidante reage com moléculas-alvo (antioxidante),
para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR
(Electron Spin Resonance) ou outra mudanca mensuravel. A presenga de antioxidantes altera
esses sinais, o que permite sua analise quantitativa (VASCONCELOS et al., 2007). A a¢ao
antioxidante ocorre basicamente segundo dois mecanismos: o Hydrogen Atom Transfer (HAT) e
o Single Electron Transfer (SET) que podem ocorrer isoladamente ou em paralelo. O mecanismo
dominante em um dado sistema ¢ determinado pela estrutura do antioxidante, suas propriedades,
solubilidade e coeficiente de parti¢do. Dentre esses dois mecanismos, o SET ¢ o mais empregado

na determinacdo da capacidade antioxidante de amostra de alimentos. Nos ensaios SET a
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capacidade antioxidante ¢ representada pela habilidade que o antioxidante possui para reduzir o
composto oxidante em um tempo predeterminado (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Atualmente existem diversos ensaios que empregam mecanismos SET, porém
apresentam diferentes compostos oxidantes. Os principais ensaios sdo: o FRAP (Ferric
Reducing/Antioxidant Power) que parte da reducio do complexo Fe’-TPTZ
(ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a Fe*” -TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina)
por redutores (AO) presentes na amostra, em meio acido (pH =3,6) (BENZIE; STRAIN, 1996;
BENZIE; STRAIN, 1999) o complexo férrico tripiridiltriazina é reduzido ao ferroso, mudando
sua coloragdo para azul na presenga de um antioxidante. Os resultados sdo expressos em
capacidade antioxidante equivalente a ImM do FeSO, (MORGADO; DURIGAM; SANTOS,
2008). Este ¢ o método mais adequado para avaliagdo de ma¢d e seus produtos segundo
conclusdes de pesquisa do French National Institute for Agricultural Researh (INRA).

O CUPRAC (Cupric Reducing/Antioxidant Capacity) que parte da redugdo de ions
complexos Cu®" para Cu'™ (MILLER et al., 1993) o TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) que parte da leitura da inibi¢ado do cation radical ABTS [2,2-Azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), sal de diamoénio] produzido na reagdo e o ensaio do DPPH que
parte do seqiiestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrila-hidrazila) (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

O ABTS ¢ um método baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar, a longo
prazo, o cation radical ABTS+. Os resultados sdo expressos em capacidade antioxidante
equivalente a 1mM do trolox, que ¢ um composto sintético, analogo da vitamina E, porém
hidrossoltvel. E um método de elevada sensibilidade, pratico e rapido e através deste pode-se
medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Recentemente, um novo ensaio SET foi desenvolvido empregando o poder de reducdo de
espécies Ce *" em meio 4cido (H,SO4 0,3 mol/ L). Esse ensaio recebeu o nome de CeRAC (Ceric

ion Reducing Antioxidant Capacity) e apresentou resultados superiores aos descritos pelas
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metodologias anteriores (OZYURT; DEMIRATA; APAK, 2007). Porém, a grande limitacao
desses ensaios ¢ o emprego da espectrofotometria como técnica de detecgdo, ja que esta sofre
forte interferéncia por parte de amostras coloridas e turvas (HUANG; OU; PRIOR, 2005;

MILARDOVIC; IVEKOVIC; GRABARIC, 2005).

2.5.2 Efeitos comprovados de fendis da maga

Muitos dos fitoquimicos presentes na ma¢a foram intensamente estudados por grupos de
pesquisa e muitos beneficios para a saude foram comprovados. Procianidinas, epicatequinas e
catequinas tém forte atividade antioxidante e a pesquisa comprova que essas substancias inibem
a oxidacdo da LDL in vitro (DA SILVA; LARANJINHA; FREITAS, 2003). Em ratos, a
catequina inibe a formacgao e crescimento de tumores (EBELER et al., 2002). Sawa et al. (1999)
relataram que o acido clorogénico apresenta uma atividade seqiiestradora (scavenging) potente
para o radical alquil peroxil (ROO¢). Os autores ainda afirmam que, comparado com outros 18
compostos antioxidantes (incluso quercetina, acido galico e alfa tocoferol), o acido clorogénico
ficou em segundo lugar de poder antioxidante, ficando atrds somente da rutina. Sabendo-se que
ROOe* promove a carcinogénese, o acido clorogénico vem a somar no efeito protetor da maga
contra o cancer.

A quercetina demonstra atividade antioxidante consideravel e apresenta atividade
protetora para ambos, os canceres e doencas cardiacas. Esse bioflavondide presente na maga foi
sugerido como responsavel pela regulagdo da expressao do mutante p53 envolvido no processo
do cancer de mama (LAMSON; BRIGNALL, 2000). O composto apresentou potencial
antioxidante ao exercer papel protetor em células Caco-2 contra a peroxidacgao lipidica induzida
por peroxido de hidrogénio e Fe** (PENG; KUO, 2003). Apesar de demonstrar esse efeito
protetor na proliferagdo de linhagem celular de carcinoma de célon e adenocarcinoma mamario,

Escarpa e Gonzales (1998) afirmam que a quercetina em elevadas concentragdes pode induzir a
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proliferacdo celular (20 % em cancer de colon e 100 % em cancer de mama). Polifendis
contendo anél fenolico sdo geralmente mais pré-oxidantes quando comparados a polifenois
contendo um anel catecol (HAN; SHEN; LOU, 2007). Baixas concentragdes de quercetina ainda
podem inibir a agregacdo plaquetaria, mobilizagdo de calcio e fosforilagdo da proteina tirosina
nas plaquetas e esse efeito pode ser benéfico em auxiliar na prevencao de doengas cardiacas
(HUBBARD et al.,2003).

Lapidot, Walker e Kanner (2002) examinaram o potencial de fendlicos naturais na
protegdo de células pancreaticas do tipo beta (betaTC1 e HIT) contra o estresse oxidativo
induzido por H,O,. A exposi¢do simultanea das células ao H,O, e aos fendis, quercetina (10-100
uM), catequina (50-500 uM), ou acido ascérbico (100-1000 pM), demonstrou amplificagdo da
capacidade de inibi¢do da proliferagdo dessas células.

As magas ndo apenas auxiliam na reducdo do risco de doengas cardiacas, cancer ¢ asma,
mas também tem seu consumo associado a baixo risco para o desenvolvimento de diabetes. Em
um estudo nomeado de Finnish study que envolveu 10.000 pessoas, um risco reduzido de
diabetes tipo 2 foi associado com o consumo da ma¢a (KNEKT et al., 2002).

Graziani et al. (2005) em estudo em nivel de trato gastointestinal compararam a formagao
de malonodialdeido (um indice utilizado para verificar peroxidacao lipidica) em células MKN 28
provenientes de cultivo celular de células de estdmago submetidas ao estresse oxidativo com
dano a mucosa de ratos. Aplicando nestes grupos o extrato de mag¢a obtiveram diminuicao da
injaria as células do epitélio gastrico em 50 % para o cultivo celular e 40 % para as células dos
animais, concluindo que o extrato de mag¢a possui efeitos tanto in vitro quanto in vivo.

Ambos os estudos em animais e cultivo celular mostram que had associagdo entre
compostos fenolicos encontrados na mac¢d e uma vasta variedade de efeitos que previnem
doengas cronicas. Mais estudos se fazem necessarios para desvendar os efeitos desses compostos
in vivo assim como estudos prévios da biodisponibilidade de compostos especificos e a

biodisponibilidade desses compostos embutidos na matriz da fruta (BOYER; LIU, 2004).
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2.6 Experimentos in vitro com polifendis

Veeria et al. (2006), investigaram se compostos estariam relacionados a diminuir o risco
de cancer. Compararam resultados obtidos através do tratamento celular com extrato de maga
(em concentracdo que variou de 5 a 50 puM), floridizina, com uma mistura sintética de
flavonodides que simulava o extrato de maga ou ainda com 5 a 100 uM de flavonoéides individuais
em células HT29 que simulam o cancer de colon de humanos. Os resultadosmostraram que o
extrato da maga inibiu a proliferagdo dessas células e modulou significativamente a expressao
dos genes relacionados ao metabolismo xenobiodtico.

Resultados de estudos in vitro devem ser cuidadosamente interpretados devido as
mudancgas na composi¢do fitoquimica que ocorrem apés a ingestdo destes por modelos in vivo.
Segundo Cancalo (2007). Estas mudangas incluem:

1) Reagdes enzimaticas na boca.

2) Interagdes quimicas, enzimaticas, microbioldgicas no trato digestivo com a formagao de
metabolitos e produtos da 6xido-redugao.

3) Absor¢do através da parede do trato gastrointestinal com transformagdes nos enterocitos.

4) Modificagcdes no figado e em outros oOrgdos para metabolitos com diferentes
propriedades.

5) Absorc¢ao seletiva em 6rgaos especificos.

Com o objetivo de pesquisar a quantidade de polifendis que alcanga o cédlon apds a
ingestdo de suco de maca e de amora, voluntdrios em uso de ileostomia tiveram o efluente da
ileostomia coletado ap6s a ingestdo dessas bebidas. Polifen6is foram identificados e
quantificados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A maioria dos
polifendis ingeridos através do suco de maca foram absorvidos no intestino delgado. Do total da

dose oral de polifenois de 0 a 33 % foram encontrados nas fezes em um tempo maximo de 2
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horas (KAHLE et al., 2006). Esses resultados comprovam a boa biodisponibilidade dos
polifendis de suco de maga.

Bobe et al. (2008) ao pesquisar o efeito de uma dieta pobre em gordura, rica em fibras
dietéticas e rica em frutas e vegetais na recorréncia de pdlipos pré-cancerigenos no colon e reto
concluiu, apos entrevistar 2000 homens sobre a freqiiéncia de alimentos com as carcteristicas
acima citadas e observou que o alto consumo de flavondis foi correlacionado a uma reducao de
76 % na recorréncia dos tumores.

Outra pesquisa com 183.000 humanos residentes da Califéornia ¢ Hawaii, de carater
multicéntrico e coort (NOTHLINGS et al., 2007) reportou que os entrevistados que consomem
maior quantidade de alimentos ricos em flavondis provenientes da dieta, tiveram redugdo
significativa para o risco de cancer de pancreas, quando comprados aqueles com menor consumo
dessas substancias. Relataram ainda que, desta amostra, aqueles que eram fumantes foram os que
mais se beneficiaram da dieta rica em flavondis. O kaempferol foi associado a maior
porcentagem de reducao de risco de cancer de pancreas em pessoas ndo fumantes e naqueles com
o habito do tabagismo a correlagdio com a reducdo foi maior nos que consumiam flavonadis,
quercetina e kaempeferol.

Fulgoni et al. (2008), em pesquisa que verificou a associacdo do consumo de maga e suco de
macd com o desenvolvimento da sindrome metabolica em adultos, indica que aqueles que
consomem estes produtos tem diminui¢do de 27 % no risco de desenvolver a sindrome. A
associacdo entre o consumo de flavondides e doengas ja foi relatada em 2002 por Knekt et
al.,que encontraram correlagdo positiva entre o consumo de quercetina e mircetina e diminui¢ao

no risco de diabetes tipo 2.

2.7 Hiperglicemia e estresse oxidativo

Em condig¢des de hiperglicemia, a glucose ¢ preferencialmente utilizada na via dos polidis

(LEE; CHUNG, 1999), isto leva a um consumo de NADPH, o qual é necessario para a
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regeneragdao da enzima glutationa redutase. Hiperglicemia ¢, indiretamente, a causa da deplecao
de glutationa (GSH) e esta ¢ uma molécula importante, que quando depletada leva ao aumento
do estresse oxidativo (PASAOGLU; SANCAK; BUKAN, 2004).

A hiperglicemia resulta na formagao de produtos finais da glicagao avancada (AGEs) por
reagdes aminocarbonilo de natureza ndo-enzimatica, que podem amplificar a capacidade
inflamatoria e, consequentemente, a gera¢do de radicais livres (BENGMARK, 2007). Um
aspecto que tem atraido o interesse de pesquisadores € a presenga de compostos que apresentem
propriedades de antiglicacdo e/ou antioxidantes nos alimentos, que possam oferecer potencial
terapéutico para os portadores de diabetes ou de outras patologias associadas ao actimulo
degenerativo de AGEs. Embora nenhum alimento ou componente alimentar seja ainda
especificamente indicado como redutor de AGEs in vivo, algumas substancias demonstraram
efeitos anti-AGE importantes e merecem investigagdes adicionais, como por exemplo os
compostos fenolicos (BABU; SABITHA; SHYAMALADEVI, 2006; LUNCEFORD;
GUGLIUCCI, 2005; PARI; VENKATESWARAN, 2003; MUSTATA et al., 2005). Cianidina-
3a-O-rhamnosideo e quercetina-3a-O-rhamnosideo mostram inibicdo da a-glicosidase ¢ da

formagdo de AGEs in vitro (HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005).

2.8 Consequéncias do estresse oxidativo em células secretoras de insulina

A atividade das enzimas antioxidantes e do estresse oxidativo durante o processo
secretorio de insulina ¢ de grande interesse bioquimico, devido as evidéncias da participacdo de
espécies reativas no desenvolvimento de lesdes primarias em varias patologias (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Essas lesdes se devem a agdo dessas espécies (radicalares e ndo-
radicalares) em canais i0nicos, material genético, sistemas enzimaticos essenciais a viabilidade
celular, além da lipoperoxida¢do (reacdo autocatalitica que compromete a integridade da

membrana celular). Aumento na geracdo de radical superdxido ou peroxido de hidrogénio foi
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observado em diabetes mellitus. O envolvimento dos radiais livres na patogénese do diabetes
mellitus do tipo 1 e tipo 2 foi documentado por Oberley, 1988 (CHI et al., 2007).

Peroxido de hidrogénio (H,O;) ¢ apontado como responsavel por multiplos efeitos nas
c¢lulas B (ou beta) como a ativagdo de canais Kjj;, em associagdo com inibicdo metabolica e
aumento da permeabilidade da membrana (NAKASAKI et al., 1995). Pode interferir no
metabolismo da glucose, com influéncia no potencial da membrana e levar a inibi¢ao da secrecao
de insulina (KRIPPEIT-DREWS et al., 1999). A exposi¢ao cronica das células B pancreaticas a
alta concentragdo de glucose ¢ acompanhada da reducdo na secre¢do e na expressdo génica da
insulina (ROBERTSON et al., 2004) e redug¢do da massa de células B por indugdo da morte
celular (apoptose) (DONATH et al., 1999; PICK et al., 1998). Os mecanismos envolvidos na
glicotoxicidade em células B ainda ndo estdo bem estabelecidos, entretanto, existem varias
evidéncias de um mecanismo alternativo envolvendo, pelo menos em parte, estresse oxidativo
(IHARA et al., 1999; TAJIRI; MOLLER; GRILL, 1997; TANAKA et al., 1999). As ilhotas
pancreaticas apresentam baixa atividade (GRANKVIST; MARKLUND; TALJEDAL, 1981) e
expressao (LENZEN; DRINKGERN; TIEDGE, 1996) das enzimas antioxidantes e, portanto,
consideradas estruturas altamente susceptiveis a acdo dos radicais livres e espécies reativas nao-
radicalares. Tiedge et al. (1997) e Thara et al. (1999) verificaram que ilhotas de ratos isoladas e
expostas a alta concentracdo de glucose, apresentam um aumento na expressao da proteina heme
oxigenase-1, da 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) e do 4-hidroxi-2-nonenal (HNE),
conhecidos marcadores de estresse oxidativo. Esses resultados foram importantes para confirmar

o efeito da glucose no estresse oxidativo em ilhotas pancreaticas.

2.9 Modelos e marcadores do estresse oxidativo

O papel de ROS e RNOS tem sido claramente identificado na modulac¢do de sinalizagdo

celular, proliferagdo, apoptose e protecao celular. Contudo, ROS e RNOS sao também capazes
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de atacar proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e acidos graxos poliinsaturados resultando
em dano celular e disfungao tecidual (HEYLAND et al, 2005).

Os marcadores do estresse oxidativo podem ser classificados em marcadores lipidicos,
marcadores provenientes da glicagao de carboidratos e marcadores protéicos.

Os marcadores lipidicos sdo aqueles conseqiientes da peroxidacao lipidica, a exemplo do
malondialdeido (MDA) e 4cido tiobarbitirico (TBAR’s). Os marcadores provenientes da
glicacdo de carboidratos geram radicais livres quando a hiperglicemia resulta na formacao de
AGEs por reagdes aminocarbonilo de natureza nido-enzimatica. Os marcadores protéicos siao
conseqlientes da degradacdao de proteinas e sdo exemplos as medidas de homocisteina, tidis e
carbonilas plasmaticas.

Acworth, Oxon e Phil (2003) descreveram o mecanismo de acdo desses marcadores
afirmando que proteinas modificadas através da oxidagdo sdo geralmente degradadas pelo
proteosomo 20S enquanto que histonas soliveis que causam oxida¢do e histonas da matriz do
DNA sofrem reagodes catabolizadas pelo proteosomo 20S localizados no nucleo celular.

Os pro-oxidantes podem causar dano protéico por meio de mecanismos diretos e
indiretos.

Mecanismo direto: Este modo de agdo (mutante) ndo envolve o dano oxidativo a proteina per
se. Neste, os pro-oxidantes podem causar mudangas na seqiiéncia de base do DNA. Caso cada
modificacdo de base for realizada em uma érea de codificacio do DNA (exon) e nao for
corrigida, a molécula de DNA sera transcrita incorretamente. Um RNA mensageiro mutante
pode resultar em uma proteina mutante contendo um aminodcido incorreto em sua primeira
seqiiéncia. Se este aminodcido incorreto ocorrer em uma parte essencial da proteina (por ex. o
sitio ativo de uma proteina) a fung¢do desta proteina ndo sera compativel com a fun¢do genuina
daquelas provenientes de replicagdo sem erros. Este DNA modificado pode transmitir-se célula a
célula pelo processo de mitose continuando assim o processo de mutagao protéica (ACWORTH;

OXON; PHIL, 2003).
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Mecanismo indireto: Esse caminho (pos-transducdo) envolve a a¢do de um pro-oxidante em
uma proteina resultando em modificacdo do aminodacido terminal, formac¢ao de carbonilas,
ligagdes cruzadas e cadeias de polipeptidios fragmentadas.

Expor ilhotas pancredticas a alta concentragdo de glucose resulta em aumentada apoptose
de células beta. Os efeitos adversos da glucose sdo atribuidos ao aumento da rota das
hexosaminas (HBP — hexosamine pathway). A glucosamina, um precursor direto da HBP,
aumenta a apoptose de células beta e esse processo pode ser revertido por inibidores da O-
glicosilacdo. Estes resultados foram relatados em células RINmSf. O tratamento com
glicosamina resultou na inibicdo da fosforilagdo com serina do receptor de insulina nessas
células, este fato associou-se ao aumento da O-glicosilagdo nessas células (D'ALESSANDRIS et
al., 2004; ANDREOZZI et al., 2004 ).

HRIBAL et al. (2003) concluiram em pesquisa com células RINm5f que a hiperglicemia
cronica afeta negativamente a funcao dos receptores de insulina assim como a funcionalidade e a
expressao deste hormonio.

Além de defeitos em receptores a funcionalidade das células podem ser afetadas pela
exposic¢do cronica a glucose através da produgdo de radicais livres. Esses, quando sdo produzidos
em niveis fisiologicamente normais, ndo provocam alteragdes. Entretanto, em situagdes de
estresse induzido pela presenca de glucose em alta concentracio essas células podem apresentar
funcao alterada.

Outro fator para o aumento da produgdo de radicais livres e consequentemente, do
estresse oxidativo € a presenca de perdxido em altos niveis. O H,O, pode ser utilizado como um
desencadeador do estresse oxidativo, uma vez que ¢ conhecido como fisiologicamente atuante
durante a maior parte dos processos oxidativos (YOON et al., 2004). Em células de linhagem
RIN a peroxidagdo induzida por H,O, aumenta o influxo de ions célcio na célula resultando em
apoptose (ISHII et al., 2006). Kaneto et al. (1999) esclarecem que o estresse oxidativo gerado

pela exposi¢do curta de células beta ao H,O, diminui a transcrigdo de insulina e do fluxo de
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calcio no citosol e na mitocondria, e inibi¢ao da proliferagao celular. Esta ultima foi relacionada
ao aumento da producdo e ativagao da proteina p21 inibidora de enzima quinase dependente de

ciclina (CDK), a qual controla o ciclo celular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito in vitro da capacidade antioxidante de suco clarificado e extratos de maga

aplicados em células RINmSf submetidas a diferentes condigdes de estresse oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a atividade antioxidante dos sucos ¢ de diferentes extratos das cultivares de magas
Gala e Fuji.

Determinar a citotoxicidade dos sucos e extratos das cultivares maca Gala e Fuji sobre células
secretoras de insulina.

Determinar o efeito antioxidante e citoprotetor dos sucos ¢ extratos de epicarpo das cultivares
mag¢a Gala e Fuji sobre células secretoras de insulina submetidas a estresse oxidativo induzido
por elevada concentragdo de glucose.

Determinar o efeito antioxidante e citoprotetor dos sucos e extratos de epicarpo das magas
Gala e Fuji sobre células secretoras de insulina submetidas a estresse oxidativo induzido por
peroxido de hidrogénio.

Quantificar a secrecdo de insulina pelas células pancreaticas incubadas na presenga de

diferentes concentragdes do extrato de epicarpo e dilui¢des do suco das magas Gala e Fuji.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Processos

As amostras de magas dos cultivares Gala e Fuji foram adquiridas no comércio local. As
células secretoras de insulina sdo derivadas de insulinoma de rato doadas, denominadas de

linhagem RINmS5F. Os reativos utilizados foram pro analysis.

4.1.1 Obtencao do extrato de maga

As amostras de 2,0 kg de mag¢a foram classificadas em fruta inteira, epicarpo (casca) e
mesocarpo (polpa). Em seguida, a fruta inteira e o mesocarpo foram triturados em processador
de alimentos (METVISA — MPA) e a massa moida recolhida em béquer de vidro,
homogeneizada e adicionada de solugdo extratora (EX) composta de alcool 90° &gua: acido
formico 3,0 % (80 : 20 : 1) na propor¢do de 1:1 (p/v), conforme método descrito por McGhie,
Hunt e Barnett (2005) seguida de trituragdo em mixer vertical durante 3 minutos em temperatur
ambiente. As amostras foram mantidas a -20°C durante 18-24 h. O 4lcool foi evaporado em
evaporador rotativo. Extrato da casca (epicarpo) das frutas foi obtido pelo mesmo método com
excegdo da etapa de trituragdo. As frutas foram descascadas com faca, tomando-se os cuidados
de desprezar a polpa no corte e padronizar a espessura. Para as duas cultivares (Gala e Fuji) os
extratos foram divididos em: da fruta inteira, da polpa e da casca. Todos os extratos foram
armazenados sobre congelamento e posteriormente descongelados para centrifugagdo (2500 rpm
durante 5 minutos em centrifuga modelo BE 4004, LABSTORE) e filtragdo em capela de fluxo
laminar utilizando filtro 0,22 pM com objetivo de torna-los estéreis e aptos a serem aplicados no
ambiente celular evitando assim a contamina¢ao microbiana. As amostras filtradas aplicadas nas

células foram submetidas a um padrdo de dois congelamentos.
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4.1.2 O processamento do suco clarificado

Amostras de 1,0 kg de macas inteiras das cultivares Gala e Fuji foram utilizadas neste
processo. O processo englobou as etapas de moagem, prensagem (3,0 kgf/cm’ durante 5
minutos) e tratamento enzimdtico de despectinizacdo (Pectinex 3,0 mL/hL, Novozymes do
Brasil) a 45°C durante 2 h, seguida de trasfega, filtracdo e clarificacdo com gelatina (VETEC —

3,0 g/hL) e bentonita (40,0 g/hL). O suco ndo passou pelo processo de pasteurizagao.

4.1.3 Meio de cultivo das células secretoras de insulina

As células RINm5f foram cultivadas em meio de cultura RPMI, contendo 11,1 mM de glucose, ¢
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO Invitrogen Life Technologies),
10.000 U.I/mL de Penicilina e 10 mg/mL de Estreptomicina e mantidas a 37° C em uma estufa
umidificada contendo 5 % de CO,. Testes prévios demonstraram a necessidade da adicdo de
antiobidtico ao meio além do processo de filtragdo para garantir auséncia de contaminacdo

microbiana.

4.2 Analises de caracterizacao

4.2.1 Determinagdo de agucares redutores totais

Para a determinagdo dos agucares redutores ¢ nao-redutores dos extratos e sucos foi

utilizado método de Somoghy-Nelson (SOMOGHY, 1944; NELSON, 1945).

4.2.2 Determinagao de compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fenolicos totais nos extratos e suco da maga antes e apos

filtracao foi medido através de modificacdes da andlise colorimétrica de Folin-Ciocalteau
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descrita por Singleton e Rossi (1965). Este método se baseia na produgdo de o6xidos azuis de
wolframio (W30O,3) € molibdénio (MgO;3) a partir da oxidacdo de compostos fenodlicos em meio
basico. A concentracdo final dos 6xidos ¢é avaliada em espectrofotdometro (MOYER et al.,2002).

Os resultados foram expressos em pg/mL de fenolicos totais, utilizando catequina como padrao

(200 pg/mL).

4.2.3 Determinagao da atividade antioxidante

Para a determinagdo da atividade antioxidante foi utilizado o método de FRAP, descrita
por Benzie e Strain (1996) e Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000). O reagente de FRAP foi
preparado por mistura de (a) tampdo acetato de sodio 300 mM a pH 3,6; (b) solugao de 2,4,6-
trpiridil-s-triazine (TPTZ) 10mM em HCI (VETEC — Cdd. 154) 40 mM; (c) solugdo de cloreto
férrico 20 mM. Para obten¢do do reativo FRAP, os reagentes mencionados acima foram
misturados na propor¢do de 10 : 1 : 1 no momento da analise. Como padrdao foi utilizado o
reativo acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (TROLOX) em concentracao
apropriada com a dilui¢do realizada para cada amostra. Em tubo de ensaio foram adicionados 3
mL do reagente FRAP e 1 mL do padrdo ou amostra e a leitura da absorbancia foi realizada a
593 nm, utilizando o reagente FRAP como controle zero (L1). As leituras foram monitoradas
durante 6 minutos (L6) a cada 15 segundos. A variacdo de absorbancia entre L6 e L1 foi
calculada para cada amostra, sendo traduzida em um valor de FRAP por proporcionalidade com
a de uma solugdo de concentragdo conhecida — TROLOX 1000 uM — testada em paralelo. O
resultado foi expresso como pmol de reducdo de ferro/poder antioxidante (valor de FRAP) /g de

amostra.
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4.2.4 Curva de crescimento das células secretoras de insulina

Grupos de 2,0 x 10° células por cavidade foram semeadas em placa individuais de 24
cavidades e incubadas por 144 h. O crescimento das células RINmSF foi monitorado a cada 24 h
através de contagem das células em camara de Neubauer utilizando-se Trypan Blue a 1% diluido
em PBS (NaCl 137 mM, KCI1 3 mM, KH,PO4.H,0 1 mM e Na,HPO,.7H,0O 6 mM) - pH 7,4 para
avaliar a viabilidade celular (PERES; CURI, 2005). Com os valores obtidos do niumero total de
células por dia (viaveis e inviaveis) obteve-se a curva de crescimento. Para o calculo do tempo
de dobramento foi utilizada a férmula:

P D T = L/ e e (1)
r=3,32(1og Nh —10g Ni) / (127t1)ccveeverreerreieieieieiereee e (2)
Onde:

r = taxa de multiplicagdo celular
Nh = ntimero de células coletadas em um determinado periodo de tempo
Ni = niimero de células inoculadas no tempo 1 (inicial).

4.3 Experimentos

4.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade do extrato de mac¢a pelo método de redugdo do MTT

Células RINmSF foram semeadas em microplacas de 96 cavidades em uma concentracao
inicial de 5 x 10 células/cavidade. As células foram cultivadas por 24 horas, periodo necessario
para a adesdo celular. Apos esse periodo, o meio de cultura de cada cavidade foi retirado e
substituido por 200 uL de meio na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes dos extratos
e dos sucos (meio de cultura normal, GA e contendo 100 uM de peroxido de hidrogénio). A
citotoxicidade de diferentes e diluigdes dos sucos de maga Gala e Fuji (1:10, 1:50, 1:100, 1:250 ¢
1:500) e concentragdes dos diferentes extratos: (5, 10, 50, 100 e 250 ug/mL) foi avaliada pela
redu¢do do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]), de acordo com o

método descrito por Mosmann (1983), exceto na presenga de meio de cultura GA e contendo
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peroxido onde foram utilizadas as concentragdes (ou dilui¢des) nas quais a célula apresentou
viabilidade entre 90 % e 100 %. Esse método ¢ utilizado como um indicativo da atividade
metabolica, através da avaliacao da integridade mitocondrial. O método ¢ baseado na capacidade
da enzima succinato desidrogenase mitocondrial em reduzir o MTT a cristais de formazan. As
absorbancias das amostras foram determinadas em espectrofotometro Biosystems BTS-330 a
546 nm.

A partir do valor de absorbancia de cada amostra foi determinada a porcentagem de viabilidade
celular através da seguinte relagdo:

AbsAmostra 5
ADSMEAIACONITOlE - essssssssssssssssssssssssisssississ

%viabilidade =

Abs= absorbancia obtida a 546 nm

Para evitar possivel interferéncia dos compostos com potencial citotoxico (alcool e acido
foérmico) utilizados na solugdo extratora, um branco da solug¢do extratora (controle EX) contendo
volume equivalente ao encontrado na maior concentracdo de extrato foi utilizado e seus
resultados foram monitorados durante os experimentos com os extratos de maga sobre as células.
Nos experimentos de viabilidade celular e producdo de superdxido na presenga de extrato de
epicarpo e suco em alta concentragdo de glucose e em presenca de 100 puM perdxido de
hidrogénio foram feitos os mesmo procedimentos acima descritos. Nestes experimentos foram
definidos os seguintes grupos controle:

Controle: meio de cultura contendo 11,1 mM de glucose

Controle EX: meio de cultura contendo 11,1 mM de glucose e a solucao extratora na
maior concentragao testada no experimento.

Controle GA: células incubadas na presenca de 30 mM de glucose e na auséncia de

extrato, suco e solucao extratora.
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Controle GA EX: células incubadas na presenca de 30 mM de glucose, volume de
solucdo extratora equivalente a concentracao mais alta de extrato testada e na auséncia de extrato
ou Suco.

Ap6s o estresse induzido por peroxido de hidrogénio foi verificadaada a morfologia
celular através de microscopia eletronica de varredura (SHIMADZU, SSX-550). O pré preparo
das amostras foi em metalizador SHIMADZU IC50 onde as mesmas foram cobertas por uma
fina camada de ouro. Nesse ensaio foi observado o aspecto celular antes e apds tratamento com
suco de maca Gala e Fuji na dilui¢do de 1:50 (dilui¢do que apresentou melhor resultado de

viabilidade no MTT).

4.3.2 Indugdo do estresse oxidativo

O estresse foi gerado por dois modelos. 1) Exposi¢do a elevada concentracio de glicose:
as células foram incubadas por 24 horas para adesdo na presenga de meio de cultura contendo
glicose 11,1 mM. Apos este periodo as células foram expostas por mais 48 horas na presenca de
30 mM de glicose e auséncia ou presenga dos extratos e sucos de magd. 2) Exposi¢ao ao
perdxido de hidrogénio: as células foram incubadas por 24 horas para adesdo. Apds este periodo,
foi adicionado ao meio peroxido de hidrogénio (100 mM) e diferentes concentragdes dos sucos e
extratos de maca. As células foram incubadas por 60 minutos neste meio (inducdo de estresse).

Em ambos os modelos de estresse, a viabilidade celular foi avaliada pela redugao

do MTT.

4.3.3 Avaliagdo dos sucos e do epicarpo de mag¢a na produgdo de anions superdxidos

A producao de superdxido pelas células secretoras de insulina foi determinada pelo
método de redugdo do Nitroblue Tetrazolium (NBT) (SCHERENZEL et al., 1998). O NBT ¢

soluvel em 4gua e apresenta uma coloragdo amarelada. O O,* pode reduzir o NBT levando a
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formagdo de um precipitado azul (formazan — que € pouco soluvel em agua) que, apds extracao
com KOH 2M e DMSO (dimetilsulféxido), a sua concentragdo pode ser avaliada em
espectrofotometro a 690 nm. Células RINmSF foram semeadas em microplacas de 24 cavidades
em uma concentracdo inicial de 2 x 10° células/cavidade. As células foram cultivadas por 24
horas, periodo necessario para a adesao celular. Apos esse periodo, ao meio de cultura presente
em cada cavidade foi adicionado 1000 pL contendo alta concentracdo de glucose (concentracao
final: 30 mM) e diferentes concentragdes e diluigdes dos extratos e dos sucos, respectivamente
(controle normal: 11,1 mM de glucose e auséncia dos extratos ou suco). Para evitar possivel
interferéncia dos compostos com potencial citotéxico (4lcool e acido foérmico) utilizados na
solucdo extratora, um controle zero foi utilizado ¢ seus resultados foram monitorados durante os
experimentos com os extratos de maca sobre as células. Apds 48 horas de incubacdo, o meio de
cada cavidade foi desprezado e foram adicionados 300 pL de solu¢do de NBT 0,1 % preparado
em solu¢do de PBS contendo 10 mM de glucose. Apds 60 minutos de incubacdo a 37° C, o meio
de incubagdo foi desprezado e foi adicionado 300 pL de metanol 100 %. Apds 10 minutos de
fixacdo, o metanol foi desprezado e sobre as células foram adicionados 125 pL de KOH 2M e
150 pL de DMSO. Apo6s homogeneizacao, as absorbancias das amostras foram determinadas em

espectrofotometro Biosystems BTS-330 a 690 nm.

4.3.4 Analise da funcionalidade celular: secre¢ao de insulina

Células RINmSF foram semeadas em microplacas de 24 cavidades em uma concentracio
inicial de 5 x 10° células/cavidade. As células foram cultivadas por 24 horas, periodo necessario
para a adesdo celular. Foi feita determinacdo da concentracdo de insulina por radioimunoensaio
no Laboratorio de Secrecao de Insulina do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sdo Paulo. A metodologia do radioimunoensaio baseia-se na competicdo entre a insulina
(humana) marcada com o radioisotopo 1125 e a insulina ndo-marcada (insulina de rato presente

na amostra analisada) pelo anticorpo anti-insulina (1:200) derivado de cobaia (guinea pig). Uma
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curva-padrdo foi preparada utilizando-se concentragdes conhecidas de insulina ndo-marcada. A
partir dos resultados da curva padrao foi possivel determinar a concentragao de insulina presente
nas amostras. O complexo antigeno-anticorpo foi precipitado pela adsor¢ao do hormoénio ao
polietilenoglicol (PM 6000), uma modificagdo do método original, descrito por Morgan e
Lazarow (1963), que utilizava uma anti-gamaglobulina de cobaia, produzida em coelho, como

precipitante.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados de analises de suco e extrato de maca foram analisados estatisticamente
através da aplicagdo de andlise de varidncia (ANOVA) com pos teste de Tukey para a
comparagdo multipla das médias, ou teste t de Student. Os resultados foram expressos como
média + erro padrao da média (EPM) de dois ou mais experimentos independentes. O limite
minimo de significAncia adotado foi p<0,05. Nos graficos, o simbolo * foi utilizado quando
comparado com o grupo controle ou com o grupo controle EX, e o simbolo # quando comparado

com o grupo GA, ou com o grupo submetido a peréxido de hidrogénio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dosagem de acgucares redutores totais

A glucose foi utilizada como agente indutor de estresse nas células RINm5f, sendo assim,
os extratos deveriam apresentar perfil adequado de agucares, ou seja, a menor relagdo possivel
glucose/frutose.

Como componente de frutas e outros vegetais, a frutose ¢ ingerida regularmente com a
dieta. E sintetizada no organismo a partir da glicose, via sorbitol, ¢ esse processo se relaciona
com a manuten¢do do equilibrio 6xido-redutivo (BARREIROS; BOSSOLAN; TRINDADE,
2005). A absorg¢ao da frutose aumenta quando ela ¢ ingerida sob a forma de sacarose ou quando
misturada com a glicose, pois, durante a absor¢ao da glicose, ocorre a abertura de pequenas
jungdes, com movimento de fluido luminal por meio de vias paracelulares. Através desse
movimento, pequenos solutos, incluindo a frutose, se movem passivamente, aumentando em
29% a absorcao da frutose quando associada a solugdes com glicose (SHI et al., 1997).

Existem alguns argumentos a favor da utilizacdo da frutose em diabéticos como a
independéncia em relagdo a insulina no transporte e distribuicdo de frutose e do sorbitol até a
etapa inicial do metabolismo, absor¢ao mais lenta da frutose e do sorbitol em relagdo a glicose,
aumentos minimos e transitérios da glicemia apoés a absor¢do de frutose e sorbitol, o fato de a
sintese de glicogénio em humanos diabéticos acontecer de maneira adequada apds a ingestao de
frutose e sorbitol, independentemente do nivel de glicose sangiiinea, e o fato de a frutose e o
sorbitol terem efeito anti-cetogénico (WANG; VAN, 1981).

Santos et al. (2005) citam a maga Fuji como uma cultivar com baixo teor de dissacarideos

ndo redutores quando comparada a outras cultivares. As magds apresentam por por¢do valor



53

relativa 70 % de frutose em relacdo aos agucares totais. Esta cetose se apresenta com teores
elevados, da ordem de 6,31 £ 1,55 g/100mL, mas com uma dispersdo menos evidente que a
glucose e sacarose (WOSIACKI et al., 2005).

Na Tabela 2, podem ser observados os resultados médios do residual de agucar nos
extratos sem clarificacdo. As operagdes de centrifugacdo e filtragdo do extrato ndo afetam o teor
dos acucares. A fruta inteira e mesocarpo apresentaram teores de agucares semelhantes nas duas
cultivares, sendo que os valores variaram de 9,88 a 12,10 g/100g. Entretanto, os valores de
acucares do epicarpo foram na ordem de 3 vezes menos que na fruta inteira e no mesocarpo. No
epicarpo da maca o teor de compostos fenolicos ¢ 3 a 10 vezes maior que o encontrado no
mesocarpo (NICOLAS et al., 1994), esta parte da mag¢d pode reter em torno de 65 % dos
compostos fendlicos totais da fruta (GUYOT et al., 1998). Portanto, por apresentar essas duas
caracteristicas combinadas, o epicarpo da maca torna-se uma fracdo de resultados promissores
devido alta concentracdo de compostos bioativos. Essa caracteristica norteou a decisao de utilizar
somente esta fracdo para o comparativo com o suco de magd nos experimentos in vitro desta
pesquisa.

Os valores de agucares no suco de maga clarificados correspondem com os dados da
literatura que afirmam que pode existir uma variagao entre 10,57 até 15,00 g/100mL nos sucos e
os agucares invertidos podem apresentar a propor¢ao de frutose : glucose : sacarose de 1,00 :

0,21 : 0,55 (SANTOS et al., 2005).

TABELA 2 - Acgticares totais (g/100g) nos extratos da fruta e suas partes e dos sucos clarificados das cultivares Fuji
e Gala (n=3).

Cultivares Fruta inteira Epicarpo Mesocarpo Suco

Fuji 10,6 + 0,70 4,20 £ 0,04 7,01 £ 0,99 10,33 +£2,32
Gala 12,1+ 0,42 3,40+0,19 9,88 £ 0,73 12,94 +£2.24
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5.2 Efeito dos processos no teor de fendlicos e na atividade antioxidante

Na Tabela 3 podem ser observados os valores de compostos fenolicos antes e apos as
operagoes de centrifugacdo e filtragdo que foram feitas com objetivo de tornar o extrato estéril,
ou seja, evitar contaminacdo microbiologica no cultivo das células RINmSF. Foi verificado
perda significativa apds essas operagdes quando comparadas aos valores obtidos antes da
filtracao em especial quanto a maga Fuji.

A maior perda dos compostos fenolicos (59,0 % em média) ocorre na fase de filtracdo e
16,0 % na fase de centrifugagdo do extrato da maca Fuji. Na ma¢a Gala, a maior perda dos
compostos fenolicos (35,0 % em média) acontece na fase de centrifugagdo e 33 % em média na

fase de filtracdo do extrato.

TABELA 3- Efeito dos processos de filtragdo e centrifugacdo no teor de compostos fenolicos (ug/mL) nos extratos
da maga inteira, do epicarpo ¢ do mesocarpo(n=3).

Operagdes unitarias

Cultivares Testemunha Centrifugado Perda Filtrado Perda

(%) (%)

Fruta Inteira | 963,03 * + 60,51 730,30 ° + 118,65 25,0 467,27°+ 152,95 514

Gala | Epicarpo 1456,32 *+ 27,32 1204,91° + 32,12 17,6 1299,90 ° + 218,20 10,0
Mesocarpo 458,37 *+ 39,83 337,32°+119.2 26,4 286,09° 45,25 37,5

Fruta Inteira | 941,85+ 9,25 703,93 + 147,73 25,3 452,33°+ 58,01 26,6

Fuji | Epicarpo 1598,76*+ 79,19 | 1385,45"+ 176,49 13,3 541,70° £ 197,75 53,0
Mesocarpo 674,29 * £ 10,86 620,24 + 84,59 8,0 280,56 ° + 50,53 50,4

Nota: letras diferentes indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p<0,05).

A diminui¢ao dos compostos pela centrifugagao pode ser devido a associacao desses com
a parede celular que ¢ retirada pelo processo. Em macads, os compostos fenolicos estao
localizados nos vacuolos (97 %), e nas células da epiderme e sub-epiderme as suas
concentragdes sao superiores as quantidades encontradas nos tecidos internos da fruta
(NICOLAS et al., 1994). No caso da filtracdo, dependendo do material, os fenois podem ficar
retidos no filtro.

A concentracgao final de fenois por mL de extratos e sucos ¢ apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 — Concentragdo final de fendis em pg/mL de extrato e suco de maca utilizados nos experimentos.

cv. Gala cv. Fuji
Concentracao Fruta Mesocarpo | Epicarpo Suco Fruta | Mesocarpo | Epicarpo | Suco
(ng/mL) inteira inteira

5 0,005 0,037 0,016 0,002 0,007 0,019 0,005 0,002

10 0,010 0,075 0,032 0,005 0,013 0,040 0,010 0,005

50 0,050 0,373 0,159 0,027 0,070 0,194 0,050 0,028

100 0,100 0,747 0,317 0,055 0,128 0,390 0,100 0,057

250 0,251 1,867 0,792 0,138 0,320 0,970 0,249 0,144

As perdas de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante foram diferentes paras
as duas cultivares devido perfil fendlico diferente. A variacdo de conteudo nesses parametros ja é
relatada por TSAO et al. (2003) e VAN DER SLUIS et al (2001), além de condigdes de cultivo e
grau de maturidade (AWAD; DE JAGER; VAN WESTING, 2000; NOGUEIRA et al., 2003),
fatores estes que fazem com que a atividade antioxidante da maga varie consideravelmente.

Na Tabela 5 os resultados para a atividade antioxidante dos extratos foram semelhantes
aos valores dos fendis, ou seja, com perdas significativas nas duas operagdes, porém o efeito
nesse parametro foi maior, com 58,2 % em média de diminuigdo para a centrifugagdo e 2,0 % em
média para a filtracdo na maca Gala. E para a maga Fuji 25,0 % em média na centrifugacgio e

17,0 % em média na filtragdo.

TABELA 5 - Efeito dos processos de filtracdo e centrifugagdo na atividade antioxidante (umol/g) de extratos da
mag3 inteira, do epicarpo e do mesocarpo(n=3).

Cultivares Operagdes unitarias
Testemunha Centrifugado Perda Filtrado Perda
(%) (%)
Fruta Inteira | 24543,71+ 139,60 | 7100,65 ° + 70,37 71,0 6031,27°+ 152,55 44
Gala | Epicarpo 16549,58 * + 40,44 | 11441,12° + 141,87 30,9 11221,17° + 218,20 2,2
Mesocarpo 7939,77°+34,91 | 2095,87°+ 130,79 | 73,6 1985,92" + 45,25 2,0
Fruta Inteira | 12719,08 *+ 15,89 6563,37°+49,07 48,4 6074,80° + 58,01 4,0
Fuji | Epicarpo 21606,29°+ 51,29 | 21003,68" + 54,04 2,8 19040,71° £ 197,75 9,0
Mesocarpo 9024,23 * + 40,33 6979,70° + 99,13 22,7 3605,39 °+ 50,53 45

Nota: letras diferentes indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (p<0,05).
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Os acidos fendlicos pertencem a duas classes distintas, acidos hidroxibenzoico (HBA) e
acidos hidroxicinamicos (HCA), os quais sdo derivados de duas moléculas nao fenolicas que sao
o0 acido benzoico e acido cinamico, respectivamente (RICE-EVANS; PACKER, 2003).

O conteudo mais alto de derivados de HCA sao frequentemente encontrados na parte
externa de frutas frescas (MACHEIX, FLEURIET, BILLOT, 1990; TOMAS-BARBERAN,
2001; CHANG, 2000). O acido clorogénico ¢ mais abundante no mesocarpo em relagdo ao
epicarpo, entretanto, sua distribui¢do ¢ dependente do cultivar (LAPIERRE, POLLET,
NEGREL, 1996; MAYR et al.,, 1995). A parte externa da maioria das plantas tem maior
quantidade de HBA ¢ HCA conjugados (FLEURIET, MACHEIX in RICE-EVANS, PACKER,
2003). Na maioria dos casos, os acidos fendlicos ndo sdo encontrados no seu estado livre, exceto
em niveis trago, ¢ sim em formas combinadas, solivel e ainda acumulado em vacutolos ou
insoluvel quando estd ligado a componentes da parede celular. Entretanto, algumas situagdes
excepcionais podem resultar em acidos fendlicos acumulados em sua forma livie (MACHEIX,
FLEURIET, BILLOT, 1990) tais como as extragdes em condigdes extremas, distirbios
fisiologicos da fruta, contaminagdo por microorganismos, anaerobiose, processamento de sucos e
processamento de vinhos. A hidrolise das células das plantas causa acumulacdo destes na forma
livre (RAPISARDA, 1998).

Os resultados encontrados sugerem que possivelmente a atividade antioxidante diminuida
apos centrifugacgao e filtragao foi devido perda de derivados de HCA e HBA no epicarpo e acido
clorogénico no mesocarpo. Segundo a base de dados do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA, 2007) que quantificou flavondides em alimentos, a epicatequina ¢ a
quercetina sao os flavonodide de mais alto conteudo em magas. Epicatequina encontra-se em nivel
de 4,1 mg em 100g da fruta inteira da maca Gala e em maior quantidade na fruta inteira da maga
Fuji com 5,21 mg/100g em epicarpo de maga os niveis podem chegar a 28,73 mg/100g. A
quercetina esta concentrada em maior quantidade no epicarpo das magas (Malus domestica) onde

alcangam nives de até 19,36 mg/100g nesta fragdo.
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Se for considerado que a epicatequina e a quercetina sdao fendlicos de alta atividade
antioxidante (RICE-EVANS et al., 1996) a explicacdo seria de que possivelmente foram
compostos que ficaram retidos nos processos de centrifugacao e filtracao dos extratos. Quando a
maga passa por processamento, como no caso dos sucos, esses flavondides diminuem para
4,71mg/100mL de epicatequina ¢ 0,62mg/mL de quercetina enquanto que na fruta inteira da
maca Gala a quercetina esta em nivel de 4,57 mg/100g e 2,02 mg/100g na maga Fuji parecendo
ser esse o flavondide mais prejudicado no processamento. Entretanto, na presente pesquisa essas
informagdes somente seriam confirmadas através de analise do perfil fendlico por HPLC antes e
apods tratamento.

No caso do suco, apenas a operagdo de filtracdo foi determinada quanto ao efeito das
perdas de compostos fenolicos e atividade antioxidante. O suco ndo foi centrifugado, porque se
encontrava em consisténcia favoravel para a filtragdo, pois recebeu tratamento enzimatico
(pectinases). Os sucos filtrados apresentaram resultados menores para fendis totais e atividade
antioxidante em comparagdo ao produto sem filtragdo (Tabela 6). Em pesquisa, Van der Sluis et
al. (2002) afirma que os sucos de magds preparados a partir de trés cultivares apresentaram
menores concentragdes dos compostos analisados quando comparados a maga fresca. Mangas et
al. (1997) ao verificar a diferenga no perfil fendlico de sucos de magas ultra-filtrados com dois
tipos diferentes de membranas, conclui que a procianidina B1 e um pico desconhecido pelo
HPLC (provavelmente um derivado do acido hidroxicinamico) foram influenciados pelo tipo de
membrana de filtragdo. Esses resultados indicaram que os flavonoides presentes na fruta podem
ser extensamente extraidos no processamento do suco que utiliza a etapa de filtragdo. No
processamento do suco, operagdes unitarias, prensagem e tratamentos enzimaticos proporciona
condi¢des propicias para a atividade da PPO onde HCAs e catequinas sdo os principais
compostos fendlicos afetados (TALCOTT, HOWARD, 1999).

Esse efeito ¢ somado ao fato de o suco utilizado nos experimentos nao ser adicionado de

antioxidantes sintéticos para evitar a interferéncia desses nas analises. A oxidagdo do 4cido
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clorogénico durante o processamento resulta em grande perda na concentragdo, pois apenas
tragos sao encontrados em um suco de mag¢a oxidado, enquanto que 14, 23 ou 32 mg/100mL esta
presente no suco convencional, suco que passou por uma rapida pasteurizacdo € suco nao
oxidado, respectivamente (MACHEIX, FLEURIET, BILLOT, 1990).

Ap6s a filtracdo, o suco da maca Gala obteve perda de 34,4 % em média de fenois totais e
47,5 % em atividade antioxidante e o suco da maga Fuji a perda de 20,4 % e 12 % em média para
fenois totais e a atividade antioxidante, respectivamente.

Segundo Van der Luis et al. (2002) o suco bruto obtido a partir da polpa de macas
Jonagold apds a prensagem e despectiniza¢do apresentou uma atividade antioxidante de 10 % e 3
%, respectivamente, da atividade encontradas nas magas frescas. Os niveis de flavonodides e
acido clorogénico no suco foram reduzidos para 3 % (catequinas) e 50 % (acido clorogénico). Os
autores justificam que a maioria dos antioxidantes foram retidos no bagago, em vez de serem
transferidos para o suco. Trés cultivares de maca foram testadas nessa pesquisa (Elstar, Golden
delicious e Jonagold) e os métodos de producdo tiveram efeitos semelhantes. Os resultados
indicam que a operagdo unitdria pode ter um impacto importante sobre a bioatividade dos

produtos.

TABELA 6 - Efeito do processo de filtracdo nos teores de compostos fendlicos (ng/mL) e da atividade antioxidante
(umol/g) de sucos varietais de magas(n=3).

Compostos fendlicos Atividade antioxidante
Suco varietal Sem filtragdo Com filtragdo Perda Sem filtragdo Com filtragao Perda
(%) (%)
Gala 224.83*+£3,27  14754°+£2,02 344 | 270546°+2932 1420,88°+27,67 475
Fuji 15436 +25,71 122,80°+ 69,27 20,4 | 1472,02*°+ 11,62  1296,82° + 17,23 12,0

Nota: letras diferentes indicam diferenca significativa ao nivel de 5% (*p<0,05).
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5.3 Analises bioldgicas

5.3.1 Caracterizagao da curva de crescimento das células RINmSf

Concomitante com o preparo e analise dos extratos e sucos, foi determinada a curva de
crescimento celular, visando conhecer o comportamento da cultura, e a analise da viabilidade
celular frente a diferentes concentra¢ao do suco ¢ dos extratos de maca.

A partir da contagem diaria (durante 6 dias consecutivos) do niumero total de células/mL
(ensaios realizados em triplicata) obteve-se a curva de crescimento celular caracteristica da
célula RINm5f (Figura 2).

Com os valores do numero total de células por dia (vidveis e inviaveis) obteve-se a curva
de crescimento. A fase Lag (0 a 48 horas) ¢ caracterizada pela adaptacdo das células ao meio de
cultura; a fase exponencial (48 a 72 horas) corresponde a maxima multiplicagdo, sendo a fase
utilizada nos experimentos; na fase estacionaria (96 a 120 horas) ocorre uma concentraciao
celular constante atingindo o seu valor maximo; e¢ a fase de declinio (120 a 144 horas),
caracterizada pela escassez de substrato, acimulo de metabolitos toxicos e, conseqlientemente, a

autdlise celular (PERES; CURI, 2005).

5.3.2 Tempo de dobramento das células RINmSf

A partir da andlise da curva de crescimento foi possivel determinar o tempo de
dobramento (fase logaritimica) com objetivo de conhecer o comportamento celular (nimero de
células apos determinado tempo de incubagdo) que foi de aproximadamente 15 horas. Autores
citam que o tempo de dobramento da linhagem celular RINmS5f ¢ de aproximadamente 24 horas
(PERES; CURI, 2005). O que pode justificar o tempo menor encontrado nessa pesquisa € que a

medida que aumenta o nimero de passagens de uma linhagem, maior serd a probabilidade de
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acontecerem alteracdes que podem modificar o comportamento celular (MARTINS;

BOAVENTURA; LIMA, 2005).
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Figura 2. Curva de crescimento das células RINmS5f secretoras de insulina. Células RINmSf (1 x 10° células /
mL) foram incubadas a 37° C ¢ 5 % de CO, por tempos variaveis (0, 24, 48, 72, 96, 120 ¢ 144 horas). Apds os
periodos de incubacdo, as células foram contadas em camara de Neubauer, sendo os resultados obtidos expressos
como médiaterro padrdo da média (n=3).

5.3.3 Viabilidade das células RINm5f

Viabilidade das células RINm5f durante curva de crescimento

A viabilidade celular foi superior a 90 % no tempo de 24 a 96 horas de incubagdo. Porém
diminui 45 % apds 120 horas em relagdo ao tempo zero. Apds 144 horas de incubagdo a

viabilidade das células reduziu 97 % em relagdo ao tempo zero (Figura 3).
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Figura 3. Viabilidade Celular das células RINm5f. Células RINm5f (5 x 10* células / mL) foram incubadas a 37°
C e 5 % de CO, por tempos variaveis (0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas). Ap6s os periodos de incubag@o, apenas as
células viaveis foram contadas em camara de Neubauer utilizando-se o corante Trypan blue (1 %). Os resultados
obtidos sdo expressos como médiaterro padrio da média (n=3). * p<0,05 quando comparado ao tempo zero (100 %
de viabilidade).

Viabilidade das células RINm5f na presenca de diferentes concentracdes de extrato e
diluicdes do suco de maca

Nao foi verificada interferéncia dos compostos citoxicos da solucdo extratora de fendis
durante os experimentos com os extratos fendlicos em células. Os valores de viabilidade celular
apresentados na presenga do branco da solucdo extratora e branco do meio de cultura utilizado
no cultivo foram muito semelhantes. Esse resultado permitiu que tanto o branco do meio de
cultura quanto o branco da solugdo extratora fosse utilizado como padrio no calculo da
viabilidade nos experimentos seguintes. Sendo assim, foi definido como controle comparativo o
controle contendo solugdo extratora.

Foram selecionados extratos de fruta inteira, casca, polpa e suco da maga da cultivar Gala
e Fuji para a aplicacdo do método de redu¢do do MTT. As dilui¢des utilizadas foram 1:10, 1:50,
1:100, 1:250 e 1:500 para os sucos e 5, 10, 50, 100 e 250 uM para os extratos, sendo as diluigdes
feitas sempre em meio de cultura RPMI-1640. O niimero de células utilizadas no ensaio assim
como as concentragdes dos extratos e suco foram definidos com base na literatura, em trabalhos
que utilizaram o mesmo método (CHINNICI, 2004; ORTIZ; SHEA, 2004; SCHAEFER et al.,

2006; VEERIAH et al., 2006).
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Efeito do extrato de fruta inteira da macd Gala e Fuji

Os extratos e suco da mac¢a ndo apresentaram citotoxicidade, sendo que em alguns casos a
viabilidade celular aumentou quando comparada a viabilidade celular apresentada pelo controle.
Esse resultado pode ser explicado devido o MTT além de ser uma analise com objetivo de
verificar a viabilidade celular ainda fornece informagdes a respeito do metabolismo
mitocondrial. Portanto, quando colocadas em concentragcdes maiores de extrato contendo grande
quantidade de acucar, conforme citado na Tabela 2, esse nutriente possivelmente induziu o
aumento da oxidacdo de glucose e a viabilidade celular se apresentou maior.

Na Figura 4A, pode ser observado o efeito do extrato de fruta inteira da ma¢a Gala
aplicado nas células.

Em relag¢do ao controle (100 % de viabilidade) as concentragdes de 100 e 250 pg/mL do
extrato da fruta inteira da mag¢a Gala se apresentam significativamente diferentes com valores de
*p<0,05 e ** p<0,01 respectivamente, quando comprados ao controle EX.

O extrato de fruta inteira da maga Fuji, exposto na figura 4B, ndo apresentou diferenca na
viabilidade em todas as concentragdes testadas, exceto na de 250 pg/ mL, onde as células
apresentaram tendéncia de aumento de 28% ndo significativo na viabilidade em relagdo ao
controle EX.

Portanto, extratos de fruta inteira de magd Gala e Fuji apresentaram comportamento
semelhante quanto ao aumento da viabilidade (27% em média) na maior concentracio testada.

Diluigdes abaixo de 100 pg/ mL nao afetaram a vibilidade celular.

Efeito do extrato de mesocarpo da maca Gala e Fuji

Ao determinar a viabilidade celular apods aplicagdo do extrato do mesocarpo da fruta do
cultivar Gala (Figura 4C), a unica concentragdo que se observou comportamento

significativamente diferente (p<0.05) em relagdo ao controle EX foi o extrato em concentragao
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de 50 pg/mL. Esse extrato apesar de ter quantidade de compostos fendlicos muito semelhante
quando comparado ao da mag¢a Fuji (286,09 pug/mL versus 280,56 ug/mL) apresentou atividade
antioxidante menor provavelmente pela diferenga de classe dos fendlicos em sua composicao.
Verifica-se que em concentragdes menores € medianas (5, 10 e 50 ug/mL) ou menos tdxicas
parecem benéficas para a viabilidade celular. Entretanto a partir de 100 pg/mL, devido a
concentragdo de compostos fenolicos se apresentar mais alta provavelmente interferem na
citotoxicidade destes compostos, fazendo com que exista uma tendéncia a redugdo da viabilidade
celular nessas concentragoes.

Efeito semelhante ocorreu para o mesocarpo de ma¢a Fuji, entretanto, sem efeito
citotoxico, pois a viabilidade se manteve proxima de 100% nas maiores concentragdes. Na
Figura 4D ¢ possivel concluir que as concentragdes mais baixas apresentaram melhor efeito

quanto ao aumento da viabilidade em média 22% nos extratos de 5 e 10 pg/mL.

Efeito do extrato de epicarpo da maca Gala e Fuji

Em relagdo ao extrato do epicarpo da maca Gala (Figura 4E) a viabilidade celular ndo
apresentou alteragao em relagdao ao controle em nenhuma das concentracdes utilizadas. Assim, o
epicarpo de mac¢a Gala foi utilizado nas andlises biologicas em concentragdes de 10, 50 e 100
ug/mL.

Ao aplicar o método de reducdo do MTT no epicarpo da magd Fuji (Figura 4F) os
resultados foram significativamente diferentes quanto a viabilidade nas concentracdes a partir de
50 pg/ mL quando comparadas ao controle na presenca de solugao extratora (EX).

Na concentracao de 5 e 10 pg/mL a viabilidade celular ndo foi alterada. Na concentracao
de 10 pg/mL a viabilidade aumentou 7 % mostrando-se a concentragdo ideal para manutengdo da
viabilidade. Ja na concentracdo de 50, 100 e 250 pg/mL a viabilidade foi de 88 %, 82 % e 81 %
respectivamente. Ou seja, quanto maior a concentragdo do extrato menor foi a viabilidade na

presenca do extrato de epicarpo da mag¢a Fuji. Essa ocorréncia pode ser explicada pelo fato da
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alta concentracdo de compostos fenolicos consideravel na mag¢a Fuji e, em especial no epicarpo
desta. Isso possivelmente reflete o efeito citotdéxico dos polifendis em altas concentragdes.
Flavonoides e compostos fenolicos sdo fortes agentes redutores que sob condigdes in Vitro na
presenca de ions metalicos como o cobre e o ferro podem atuar como prooxidantes (HODNICK
et al., 1988; CAO, SOFIC; PRIOR, 1997; SUGIHARA et al., 1999). Em pesquisa que avaliou o
efeito anti e prooxidante de substancias antioxidantes em células HIT (LAPIDOT, WALKER E
KANNER, 2002) a catequina (50-500 uM), quercetina (10-100 uM) e acido ascérbico (100-1000
uM) quando adicionados no cultivo celular submetido ao estresse induzido por glucose oxidase
(GO- indutor da producao de H,0O,) ndo mostrou efeito protetor. Ao contrario do esperado, estas
substancias amplificaram o efeito inibitdrio nas células tratadas com GO. A adi¢do de baixas
doses desses nao apresentou efeito significativo. Ainda nesse estudo, nos cultivos celulares nao
tratados previamente com GO estes antioxidantes causaram inibi¢do da proliferagdo quando em
altas concentragdes (quercetina > 50 uM , catequina > 250 uM e acido ascérbico > 800 uM).
Ap6s aplicagdo do teste do MTT em todos os extratos de maca Gala e Fuji elaborados o
epicarpo foi a fracdo da fruta selecionada para utilizagdo nos demais experimentos devido
apresentar melhores resultados em todos os pardmetros pesquisados, além de melhor correlacao
quando feito um paralelo com a situacdo real do consumo da fruta. Fazendo um comparativo
com o modo de consumo de magd comprova-se se existe prejuizo no consumo da maca sem
casca. O alto teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante e atividade antiproliferativa de
cascas de mag¢a indicam que eles podem trazer beneficios a saude quando consumidos e devem
ser considerados como uma valiosa fonte de antioxidantes (WOLFE; WU; LIU, 2003). Além
disso, ao aplicar o epicarpo nos experimentos existe a perspectiva de obter resultados que
poderdo elucidar questdes para pesquisas que avaliem a sua aplicagdo em humanos na forma de
composto nutracéutico. Publicagdes de pesquisas in vitro com o objetivo de conhecer a atividade
antioxidante do epicarpo de maca e seus componentes utilizam células de cancer hepatico

HepG2, células de cancer de mama MCF-7 e principalmente Caco-2 de cancer de colon. A partir
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da casca de maca He e Liu (2007) isolaram e identificaram compostos com atividade funcional
antiproliferativa em todas essas linhagens de c¢lulas humanas. Apesar da avaliagao da atividade
antioproliferativa nao fazer parte dos objetivos da presente pesquisa esses resultados podem ser
visualizados a partir da aplicacdo da técnica do MTT. Nas concentracdes onde a viabilidade
encontra-se menor (a partir de 50 pg/mL), possivelmente possa ser resposta do efeito

antiproliferativo do extrato de epicarpo.

Efeito do suco das macas Gala e Fuji

Ao analisar a viabilidade celular para o suco da mag¢d Fuji (Figura 4H) obteve-se
resultado semelhante ao observado no suco da mag¢a Gala (Figura 4G), ou seja, nenhuma das
dilui¢des apresentou diferente comportamento quando comparadas ao controle, exceto 1:10 onde
a viabilidade reduziu 30 % em relacao ao controle.

As diluigdes de 1:50, 1:250 e 1:500 quando comparadas a de 1:10 apresentou tendéncia a
aumentar a viabilidade celular, portanto pode-se concluir que dilui¢des acima de 1:10 podem
apresentar melhores resultados quanto a viabilidade celular, possivelmente devido a diluicao
maior dos compostos fendlicos no meio de cultura evitando seu efeito citotdoxicos e mantendo a
viabilidade celular muito préoximo do controle.

Para o suco de maca Gala e Fuji foram considerados adequados utilizar as dilui¢des de
1:50, 1:100, 1:250 para serem aplicados procedimentos seguintes em células. Trés diluicdes
diferentes foram selecionadas para o tratamento das células com o intuito de verificar a possivel

relacdo dose-dependente.
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Viabilidade celular na presenca de estresse induzido por alta concentracéo de glucose

Efeito do estresse induzido por alta concentracdo de glucose e presenca do epicarpo das macas

Gala e Fuji

A viabilidade celular foi estatisticamente diferente do controle e ndo aumentou quando as
células foram incubadas na concentracdo de 10 pg/mL do extrato de epicarpo da maga Fuji
(Figura 5A). Quando o controle EX foi adicionado de GA a viabilidade foi de 65 % e apods
adicionar o extrato de epicarpo ficou em 61 %.

O extrato de epicarpo da ma¢d Gala apresentou diferenca significativa quanto a
viabilidade celular em todas as concentra¢des (Figura 5B). O grupo de células incubadas a
concentragdo de 10 pg/mL foi o que apresentou melhor resultado quanto a viabilidade, sendo
esta maior que a viabilidade do controle. A viabilidade celular diminuiu consideravelmente
quando as células foram incubadas nas demais concentragdes e com presenga de glucose alta.
Dados da literatura confirmam que fitoquimicos naturalmente presentes em baixas doses em
frutas, vegetais, ervas e temperos oferecem muitos beneficios a saude, mas estes compostos nao
sdo efetivos ou seguros quando cosumidos em altas doses (LIU, 2003).

Em relacdo ao extrato de epicarpo de ma¢d Gala a viabilidade celular foi
significativamente diferente de GA somente na concentragdo de 10 ug/mL. Uma hipotese para
esse resultado seria o fato do extrato de epicarpo da mag¢a Gala apresentar maior concentragao de
acucares totais. Esse dado, ja4 mostrado na Tabela 2, pode ser indicativo de que houve soma dos
acucares em alta concentracdo no extrato com a glucose em alta concentracdo adicionada ao
cultivo, representando aumento importante na viabilidade celular devido ao aumento simultdneo
da atividade mitocondrial percebida através do MTT. Nos grupos com maior concentragdo de
epicarpo seria esperado aumento de viabilidade uma vez que esses apresentam maior conteudo
de compostos fenolicos, entretanto nessas concentragdes nao foi verificada diferenca em relagao

ao grupo GA EX. Este resultado pode ser um indicativo de atividade prooxidante decorrente da
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alta concentracdo de polifendis e agucares que potencializaram o estresse induzido por alta

glucose no meio.

Efeito do estresse induzido por alta concentracdo de glucose e presenca do suco das macas Gala

e Fuji

O suco da maca Fuji (Figura 5C) apresentou diferenca significativa em relagdo ao
controle GA na dilui¢do de 1:250. A viabilidade celular aumentou inclusive em relagdo as outras
concentragdes apresentando diferenga significativa estatisticamente. Nas demais diluigdes
testadas a viabilidade ndo foi afetada. Nota-se ainda que a viabilidade celular diminuiu quando
comparados os seguintes grupos: células submetidas ao GA em relagdo a células submetidas ao
meio de cultura sem GA, indicando a presenca de estresse oxidativo e, conseqiientemente, morte
celular com a adi¢do de glucose em alta concentragdo no meio.

Ao incubar as células na presenca de glucose alta a viabilidade celular diminuiu em 54%
conforme mostrado na Figura 5D. Na diluicdo de 1:50 de suco de ma¢a Gala houve melhora
desse resultado, aumentando a viabilidade em 23 % em relacdo a GA. Nas diluigdes de 1:100 e
1:250 a viabilidade aumentou sendo de 71 e 70 %, respectivamente. Portanto, o suco de maga
Gala foi capaz de manter a viabilidade das células apos o estresse com glucose alta, mas sem
reverter totalmente o estresse causado por GA. Todos as concentracdes foram estatisticamente
diferentes quando comparadas ao controle e a3 GA.

Schaefer et al. (2006) compararam o efeito de misturas reconstituidas de polifenois
isolados (rutina, floridizina, acido clorogénico, acido cafeico e epicatequina) com o suco de
maca frente ao dano oxidativo induzido por menadiona em células Caco-2. Apos 24 horas de
incubacdo, o estresse foi mais eficientemente reduzido nas misturas reconstituidas que variavam
de 1 a 100 pg/mL, entretanto o nivel de espécies reativas diminuiu a uma taxa similar em ambos.

O mesmo autor no ano de 2006 constatou em pesquisa que ao utilizar suco de maca em
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concentragdes de 50 a 250 pg obteve resposta na modulacdo do dano ao DNA e no estado de
reducdo (redox status) em uma concentragdo dose dependente em 24 horas de incubagdo em
células de linhagem de cancer de colon. Entretanto, o efeito dose-dependente ndo foi
comprovado na presente pesquisa, sendo que no caso da maga Fuji os sucos que encontravam-se
mais diluidos foram os que apresentaram melhor resposta frente ao estresse oxidativo induzido
por GA e no suco da mag¢a Gala apesar de apresentar protecdo ao estresse gerado por GA, ndo

existiu diferenca entre as diferentes dilui¢des.
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Figura 5. Viabilidade das células RINm5f em diferentes concentracdes do extrato e diluicdes do suco
clarificado de maga Fuji e Gala quando submetidas & alta concentragio de glucose. Células RINm5f (5 x 10*
células / mL) foram cultivadas por 48 horas a 37 ° C e 5 % de CO, em meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de
soro fetal bovino ¢ 30mM de glucose em concentragdes variaveis do extrato (5, 10, 50, 100 e 250 pg/ mL).e
dilui¢des do suco (1:10, 1:50, 1:100 e 1:250 e 1:500). Apds o cultivo, a viabilidade celular foi determinada pelo
método de redugdo do MTT. Os resultados obtidos sdo expressos como média =+ erro padrdo da média de dois
experimentos independentes (n=10). * p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 quando comparado com grupo controle EX
ou ao grupo controle. # p<0,05, # p<0,01 quando comprado com o grupo GA.
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5.3.4 Producao intracelular de superéxido induzido com alta concentragdo de glucose

Efeito da producdo intracelular de superdéxido em modelo de estresse oxidativo na presenca de

extrato de epicarpo das macas Gala e Fuji

O extrato de epicarpo da maga Fuji, se apresentou com tendéncia a redugdo na producao
de superdxido quando as células foram incubadas na concentragdo de 50 pg/mL (Figura 6A).
Nesta concentragdo a maca Fuji teve produgdo 24 % menor, entretanto ndo significativa
(p>0,05).

O melhor resultado foi obtido com o extrato de epicarpo da mag¢a Gala que se apresentou
significativamente diferente do controle em todas as concentragdes. Na concentracdo de 100
pg/mL a porcentagem de producdo de superdxido foi de 62,14 % (p<0,01), enquanto que na
concentragdo de 50 pug/mL foi 73,87 % (p<0,01). A concentracdo mais baixa apresentou
porcentagem de producdo de 88 % (p<0,05). Nesse caso observa-se uma relagdo dose-
dependente, pois quanto maior a concentracao do extrato maior foi o efeito protetor (Figura 6B).
Esse extrato, apresentou resposta positiva ao diminuir a produgdo intracelular de superoxido
apresentando tendéncia a comportamento dose-dependente, entretanto este efeito ndo se refletiu
em aumento de viabilidade quando as células foram incubadas na presenca de GA e
concentragdes diferentes do extrato, exceto em 10 pg/mL. Quando células sdo submetidas ao
estresse por GA outros mecanismos de dano celular além da producdo de superoxido estdo
envolvidos, como a rota das hexosaminas, rota da proteina C kinase e aumento da formacao de
metilglioxal (XUE et al., 2008). Valko et al. (2007) ainda acrescentam que a hipergllicemia
estimula a formac¢do de ROS derivados de uma variedade de fontes que incluem a fosforilagao
oxidativa, a autooxidagcdo da glucose, lipoxigenase, citocromo P450 monooxigenases e 6xido
nitrico sintetase, levando a formacdo de uma grande variedade de ROS além do superoxido.
Esses fatores podem estar relacionados a causa da diminui¢dao da viabilidade celular verificada

na Figura 4B.
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Efeito do estresse induzido por alta concentracdo de glucose e presenca do suco das macas Gala

e Fuji

A reducdo do NBT obtida quando as células foram incubadas na presenga dos sucos foi
diferente nas duas cultivares. Para a cultivar Fuji (Figura 6C) a menor produgdo de superéxido
foi de 47,5 % na concentragdo de 1:250 (p<0,05), nas demais diluicdes ndo observou-se resposta
significativa. Houve tendéncia de diminuicdo quando cultivadas na dilui¢do de 1:100 onde a
produgdo de superdxido foi de 76,4 % e aumento ndo significativo da produ¢ao na diluicdo 1:50
para 109 % em relacdo ao controle. Esses resultados coincidem com aqueles apresentados na
analise da viabilidade na presenca de GA, onde existiu aumento da viabilidade na dilui¢ao 1:250
de suco Fuji. Portanto, a diluicdo de 1:250 se apresentou eficaz na viabilidade celular e na
diminui¢do da producdo de superoxido. Esse fato € hipoteticamente explicado pela presenca em
menor quantidade de agucar tanto no suco da mag¢a Fuji quando comparado ao suco da Maga
Gala como pelo fato do mesmo encontrar-se em diluicdo maior, causando menos estresse,
proveniente de glucose em alta concentragdo, a célula incubada.

A maga Gala (Figura 6D) apresentou resultados diferentes em relacdo a maga Fuji, pois
nenhuma das dilui¢cdes foi significativa para redu¢do da producdo de superdxido intracelular
(p>0,05) nessa diluicdo. Houve uma tendéncia a prote¢ao nas diluigdes de 1:100 e 1:250. Nestas
mesmas diluicdes foi observado aumento da viabilidade na presenca de GA, também ndo

significativas.
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Figura 6. Efeito do extrato e suco de maca Fuji e Gala na producéo intracelular de superoxido. Células
RINm5f (2 x 10°células/mL) foram cultivadas por 48 horas a 37 ° C e 5 % de CO, em meio RPMI 1640
suplementado com 10 % de soro fetal bovino ¢ 30mM de glucose em concentragdes variaveis do extrato (10, 50 e
100 pg/mL) ou suco de magd (1:50, 1:100 e 1:250). Apods o cultivo, a porcentagem de reducdo do NBT foi
determinada pelo método de reducdo do NBT. Os resultados obtidos sdo expressos como média + erro padrdo da
média de dois experimentos independentes (n = 10). * p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 quando comparado com
grupo controle GA controle e GA EX.

5.3.5 Viabilidade celular na presenca de estresse induzido por peroxido de hidrogénio

\

Quando as células foram submetidas a estresse induzido por peréxido de hidrogénio
tiveram viabilidade celular reduzida em 65,4 %. O extrato de epicarpo de maca Gala ndo foi
capaz de aumentar a viabilidade celular em concentracdes de 10 a 100 pg/mL (Figura 7A). A
viabilidade celular se mostrou maior na presenca da concentracdo mediana de 50 pg/ ml de
extrato de epicarpo, pois 41,8 % das células encontravam-se vidveis. Na concentragdo de 100
pg/mL a viabilidade foi de 27,9 %, demonstrando um a tendéncia da potencializa¢dao do efeito
citotoxico do H,0,. Portanto, apenas as concentracdes de 10 e 50 pg/mL conseguiram reverter
em parte o estresse celular causado pelo perdxido, mas em nenhum destes a viabilidade foi

significativamente diferente da viabilidade celular na presenga de peroxido. No estresse gerado
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pela presenca de GA somente a concentracdo de 10 pg/mL reverteu o estresse, nas demais
concentragdes observa-se o mesmo comportamento apresentado pelas células na presenca de
peroxido de hidrogénio.

Pesquisas utilizando outras linhagens de células pancreaticas como a HIT e TCI1
(LAPPIDOT; WALKER; KANNER, 2002) obtiveram resultados semelhantes ao verificado em
100 pg/mL. A exposicao de células ao H,O, levou a significativa inibigdo de proliferacao (menor
viabilidade). A exposi¢ao simultdnea de H,O; e fendis, quercetina (10-100 uM), catequina (50-
500 uM), ou acido ascorbico (100-1000 uM), levou a intensificagdo de inibigcdo da proliferacao.
Em concentra¢des mais elevadas, estes compostos inibiram a proliferagdo, mesmo na auséncia
de H,O; adicionado. Este efeito pré oxidante € atribuivel a geracdo de H,O, através da interacao
dos compostos fenolicos adicionados e ainda com substancias como componentes indefinidos do
meio de cultura.

Em cultivos celulares o comportamento de flavondides ou acidos fenolicos enquanto
antioxidante e protetor celular do dado oxidativo ou como pré oxidante e inibidor da proliferacao
celular ¢ dependente da natureza do estresse oxidativo (LAPIDOT; WALKER; KANNER,
2005). O efeito somatdrio do perdxido de hidrogénio com ions metalicos do meio de cultura, os
quais sdo subsequentemente reduzidos pela suplementacdo de compostos fenolicos criando um
ciclo redox gera um radical hidroxil citotoxico (HAREL; KANNER, 1989), podendo ser essa a
causa de reducdo de viabilidade observada. Mares-Guia et al. (2007) encontraram resultados
semelhantes na diminuicao da viabilidade celular quando expos células RINmSf ao perdxido de
hidrogénio relatando 33 % de viabilidade nessa condi¢do. Entretanto, a substancia utilizada para
tratamento pds exposicdo ao perdxido era uma vitamina lipossolivel (Vitamina E), a qual foi
eficiente na capacidade citoprotetora. A vitamina E aumentou o numero de células viaveis para
92 %.

O extrato de epicarpo de mag¢a Fuji na concentracdo de 10 pg/mL (Figura 7B) foi incapaz

de reverter o estresse gerado pelo peroxido. A viabilidade celular na presenca de peréxido foi de
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30 %. Na presenca de extrato com 10 pg/mL foi de 23,3 %. Isso sugere que nessa concentragdao
ndo existiu efeito protetor e sim um possivel efeito pro oxidante conforme ja foi mostrado

anteriormente nos resultados do outro modelo de estresse (GA).

Efeito do estresse induzido por peroxido de hidrogénio na presenca do suco das macas Gala e

Fuji

O suco de maca Fuji reverteu parcialmente o estresse, mantendo a viabilidade celular em
84,8 % na diluigdo de 1:50 ¢ em 86,5 % na diluicdo de 1:100. Esse resultado foi inclusive
estatisticamente diferente quando comparado ao H,O, (# p<0,001). A dilui¢do de 1:250
apresentou resultado de 70 % de células viaveis ap6s a incubagdo (Figura 7D).0 suco mais
diluido ndo apresentou a mesma tendéncia, pois teve a viabilidade diminuida em relagdo ao
controle e ndo diferente da viabilidade apresentada na auséncia de suco e presencga de peroxido
de hidrogénio.

O suco de magd Gala apresentou resultados muito semelhantes ao da maca Fuji. Na
dilui¢do de 1:50 a viabilidade foi de 90 % (p<0,001), portanto maior que a viabilidade diante do
estresse induzido por peroxido que era de 70 % e ndo ¢ diferente do grupo controle mostrando a
capacidade de reverter completamente o estresse. Na dilui¢do de 1:100 a viabilidade também
teve aumento significativo para 85,1 % (p<0,05) e novamente a viabilidade teve queda na
dilui¢do de 1:250 para 70 % (p<0,001) , ou seja, nessa dilui¢do ndo houve efeito protetor (Figura
70).

Os resultados obtidos na diluigdo de 1:50 de suco Gala e Fuji na presenca de estresse
induzido por H,O; foi a que melhor se correlacionou com os resultados do estresse induzido por

GA. Esta diluigdo mostrou agao citoprotetora nos dois modelos de estresse.
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Figura 7. Efeito do extrato de epicarpo e suco de macd Gala e Fuji na viabilidade celular quando submetido
a0 H,0,. Células RINm5f (2 x 10°células/mL) foram cultivadas por 48 horas a 37 ° C e 5 % de CO, em meio RPMI
1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino, concentragdes variaveis do extrato (10, 50 ¢ 100 pg/mL) ou
suco de maga (1:50, 1:100 e 1:250) e 100 mM de peroxido de hidrogénio. Apds o cultivo, a viabilidade celular foi
determinada pelo método de redugdo do MTT. Os resultados obtidos sdo expressos como média * erro padrio da
média de dois experimentos independentes (n = 8). * p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 quando comparado com grupo
controle EX. # p<0,05, # p<0,01 quando comprado com o grupo H,0,.

Efeito do suco de macds Gala e Fuji na morfologia celular

O peroxido de hidrogénio estd relacionado com parada do ciclo celular (inibicdo da
proliferacao celular) e indugdo de apoptose (formagao de corpos apoptdticos, fragmentagao de
membrana) em diversas células somaticas e germinativas cultivadas in vitro (CHAUBE et al.,
2005). Um dos efeitos caracteristicos do peroxido de hidrogénio ¢ o comprometimento da
morfologia celular. Em células endoteliais (HUVEC) mantidas em cultura, por exemplo, 200 uM
de perdxido de hidrogénio em pesquisa de Valen et al. (1999) causou, de acordo com tempos
variaveis de exposi¢do, contragdo celular, desaparecimento de vimentina e tubulina (efeito

agudo) e desorganizagao do citoesqueleto (efeito cronico).
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A avaliagdo das imagens feitas com microscopia eletronica de varredura (Figura 8)
determina que o Controle (8A) apresentou morfologia normal, células aderidas e contato
intercelular preservado. O grupo de células ao qual foi adicionado peroxido de hidrogénio (8B)
teve indicios de retragdo citoplasmatica (contragdo celular), menor interagdo intercelular e perda
do aspecto caracteristico (estrelado). O grupo celular adicionado de suco da mag¢a Fuji (8C)
apresentou indicios de potencializacdo do efeito do peroxido de hidrogénio, maior perda de
adesdo celular e diferenca de contraste evidenciado por células mais transliucidas. Portanto,
apesar de manter a viabilidade celular em 84,8 % na dilui¢do de 1:50 o suco da mag¢a Fuji ndo
apresentou melhora nos aspectos morfologicos celulares.

O grupo de células adicionado de suco de ma¢a Gala apresentou morfologia alterada,
entretanto apresentou alguns contatos intercelulares e maior adesdo quanto comparado ao grupo
peroxido de hidrogénio, estas caracteristicas podem ser indicativas de tendéncia a reversao da
morfologia celular. O suco da mag¢d Gala (Figura 8D) apresentou aumento significativo na
viabilidade celular pelo MTT na presenca de peroxido de hidrogénio e nessa dilui¢do a

morfologia das células apresentou semelhanca com as células do controle (Figura 8A)
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de peroxido de hidrogénio (B), efeito do tratamento e presenca de suco da magd Fuji na diluigdo de 1:50
(C) e efeito do tratamento e presenca de suco de mag¢d Gala na diluigdo de 1:50 (D).

Efeito do epicarpo das macéds Gala e Fuji na secrecdo de insulina pelas células RINm5f

Quando as células do cultivo foram submetidas a alta concentragdo de potassio
apresentaram o comportamento esperado, explicado pela fisiologia normal de células secretoras
de insulina. Nas células B pancredtica a glucose ¢ transformada em piruvato e entra na
mitocondria. A oxida¢do mitocondrial aumenta a taxa de ATP/ADP, o que fecha os canais de
potéassio ATP-sensiveis (KATP) e causa a despolarizagdo da membrana plasmatica, abrindo os
canais de calcio. O influxo de cdlcio na célula estimula a secre¢do de insulina (ASHCROFT,
RORSMAN, 1990). O aumento de potassio de 6 para 15 ou 30 mM causou um significativo
aumento na secre¢ao de insulina marcada nos experimentos de PRAZ et al. (1982) que utilizaram

células da linhagem RINmSf. A presente pesquisa utilizou 30 Mm de potassio que gerou
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aumento significativo estatisticamente em relacdo ao controle em todos os casos onde a secre¢ao
de insulina pelas células foi analisada (controle positivo).

O epicarpo da maca Fuji (Figura 9A) apresentou aumento médio de 43,7% da secrecdo de
insulina em relacdo ao controle, valor esse sem efeito significativo. Epicarpo de maca Gala
(Figura 9B) apresentou resultado semelhante ao aumentar a secre¢do de insulina em média 43%

para as trés concentragdes testadas, todas sem valor significativo estatisticamente.

Efeito do suco de macas Gala e Fuji na secrecdo de insulina

Os sucos tiveram resultados mais expressivo, pois na diluicdo de 1:50 de suco de maga
Fuji (Figura 9C) a secre¢do de insulina aumentou 52% em relagdo ao controle, nas demais
dilui¢des a secrecdo aumentou, mas sem efeito significativo estatisticamente. Suco de mac¢a Gala
(Figura 9D) aumentou em média 50% da atividade secretora de insulina do cultivo celular,
entretanto diferente do suco da maca Fuji, as maiores diluigdes (1:100 e 1:250) foram as
responsaveis pelo melhor efeito, mas sem apresentar relagdo dose-dependente.

Utilizando células secretoras de insulina principalmente os fitoterapicos sdo alvo de
pesquisas. Kim e Kim (2008) descrevem o ginseng coreano vermelho como um produto auxiliar
no tratamento da diabetes por estimular a secrecdo de insulina de uma forma independente da
glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de rato. Persaud et al. (1999) estudaram o efeito da
Gimnema silvestre no estimulo a secre¢do de insulina em células da linhagem HIT-T15 e
obtiveram resultados positivos. Provasi et al. (2001) atribuiram efeito hipoglicemiante a
Averroha carambola (Oxiledaceae).

Polifendis de diferentes fontes alimentares sdo citados como efetivos agentes em modelos
de resisténcia a insulina e estudos relacionados a atividade das células secretoras de insulina. Wu
et al. (2004) e Stote e Baer (2008) referem-se ao cha verde como indutor da sensibilidade a
insulina. Al-Awadi et al. (2004) estudaram os efeitos dos polifenois do vinho tinto na resisténcia

a insulina. Perez et al. (2007) atribui esse mesmo efeito aos polifendis do Aloe vera. Anderson et
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al. (2008) referem-se aos polifenodis do cinamomo. Strobel et al. (2005) referem que a miricetina,
quercetina e a catequina galato inibe a entrada de glicose em adipocitos de ratos isolados para
essa pesquisa. Jalil et al. (2008) associam o efeito dos polifendis e metilxantinas do cacau ao
resultado de diminui¢do na taxa de glicemia pos prandial de ratos obesos. Em pesquisa de Jakab
et al. (2008) a aplicacao de 50 uM de resveratrol repolarizou as células, parou a atividade elétrica
e previniu a hipotonicidade induzida pela despolarizagao.

Entretanto, até o momento, ndo ha dados publicados sobre o efeito de polifenois da maga
na secre¢do de insulina tanto in vitro quanto in vivo. O presente estudo abre perspectivas para

pesquisas posteriores que visem elucidar os efeitos da ma¢d na funcionalidade de células

pancredaticas.
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Figura 9. Efeito do extrato de epicarpo e suco de maca Gala e Fuji na secre¢do de insulina. Células RINm5f (2
x 10°células/mL) foram cultivadas por 48 horas a 37°C e 5 % de CO, em meio RPMI 1640 suplementado com 10 %
de soro fetal bovino e dilui¢des variaveis do extrato de epicarpo (10, 50 e 100 pg/mL) ou suco (1:50, 1:100 e 1:250)
Apbs o cultivo, a secregdo de insulina foi determinada pelo método do radioimunoensaio. Os resultados obtidos sdo
expressos como média + erro padrdo da média de dois experimentos independentes (n > 7). * p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001 quando comparado com grupo controle e controle EX.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A Tabela 7 resume os resultados da pesquisa.

Tabela 7. Resumo dos resultados da pesquisa.

Fracéo testada

Pardmetro pesquisado Epicarpo Suco

Gala | Fuji Gala | Fuji
Maior atividade antioxidante X X
Efeito citotdxico na auséncia de estresse X (110 pg/mL) X (1:10)
Efeito citotdxico sob estresse por GA X (1:50)
Efeito citotdxico sob estresse por peroxido X (10 pg/mL)
Efeito citoprotetor sob estresse por GA X (110 pg/mL) X (todos) X (1:250)
Efeito citoprotetor sob estresse por peroxido X (1:50 ¢ 1:100) X (1:50 ¢

1:100)

Efeito na secrecdo de insulina X (1:100 e 1:250) X (1:50)

A partir desses resultados verifica-se a necessidade de estudos in vivo que comprovem os
efeitos benéficos demonstrados na pesquisa para o suco de magd na presenga de estresse
oxidativo, assim como o possivel efeito do epicarpo de magad que por diminuir a viabilidade
celular pode ser aplicado em estudos com células tumorais.

A fragdo do epicarpo de mag¢d Fuji isolada pode apresentar potencial nutracéutico,
entretanto, com aplica¢do recomendavel em pesquisas na area de oncologia quando testada em
alta concentracdo. Em doses baixas essa fracdo pode ser promissora em pesquisas que busquem o
efeito anti-aging por ndo apresentar potencial citotoxico em situagdes onde o estresse nao ¢é
gerado por GA e peroxido. Atletas, sem morbidades poderiam ser beneficiados pelo efeito do
epicarpo de maga Gala em baixas concentragdes.

O suco de mag¢ad Gala destaca-se como um alimento que merece maior investigagdo na
aplicacdo como alimento funcional de propriedade antioxidante em doengas que geram estresse
oxidativo. Devido o modelo de estresse induzido por GA ser mais fisioldgico quando comparado
ao modelo de estresse induzido por peréxido, pesquisas in Vivo poderiam ser delineadas com o
objetivo de verificar a capacidade antioxidante do suco da maca Gala em individuos susceptiveis

a esse tipo de estresse, como por exemplo os portadores de diabetes.
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Esses resultados sugerem que avaliar a biodisponibilidade destes in vivo ¢ essencial a fim
de individualizar doses de acordo com a origem do estresse gerado. Situacdes patologicas
diferentes ocasionam diferentes tipos de estresse (lipidico/protéico), consequentemente
demandam diferentes necessidades de tipos e doses de antioxidantes que devem ser avaliadas

individualmente.
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7 CONCLUSOES

O extrato de epicarpo de mag¢a Fuji e suco de maga Gala foram as fragdes da fruta que
apresentaram maior atividade antioxidante.

Na auséncia de estresse, foram citotoxicos o extrato de epicarpo de mag¢a Fuji em
concentragdes acima de 10 pg/mL e o suco de ma¢a Fuji na diluicdo 1:10. Na presenca de
estresse induzido por GA a menor dilui¢do do suco de magad Fuji (1:50) apresentou efeito
citotoxico.

Sob estresse induzido por glicose alta reverteram parcialmente o efeito desse o extrato de
epicarpo de magd Gala na concentragdao de 10 pg/mL assim como o suco mais diluido da maga
Fuji (1:250) e todas as dilui¢des do suco de maga Gala.

Extrato de epicarpo de ma¢a Gala apresentou menor producao intracelular de superoxido
sendo esse efeito dose-dependente (100>50>10) O suco da mag¢d Fuji mais diluido (1:250)
apresentou a melhor resposta citoprotetora e esse efeito pode estar relacionado (a0 menos em
parte) com a redugdo da producao de superdxido verificada para essa dilui¢ao de suco.

Quando comparados ao grupo de células incubadas na presenga de peroxido de
hidrogénio o suco de maca Gala e Fuji na diluicdo de 1:100 apesar de ndo reverter totalmente o
estresse gerado, mantiveram mais células viaveis. Suco de mac¢a Gala em 1:50 recuperou a
viabilidade diante do estresse gerado uma vez que esse grupo nao ¢ diferente estatisticamente do
grupo controle (100 % de viabilidade).

Suco de maca Fuji na dili¢ao de 1:50 e Suco de mac¢a Gala nas diluigdes de 1:100 e 1:250

aumentaram em média 50% a secrecao de insulina nas células RINm5f.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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