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RESUMO

O cancer de colon é o terceiro mais prevalente, em todo mundo, sendo uma doenca
multifatorial, com complexas interacdes. Atualmente, uma grande atencéo tem sido dada para
estratégias preventivas e neste sentido, a utilizacdo de alimentos funcionais com compostos
quimiopreventivos parece contribuir neste processo, atuando com mecanismos de acgao
antioxidante e antiangiogénicos. A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell) O. Berg),
jameldo(Syzygium cumini (L.) Skeels) e o jambo (Syzygium malaccense (L.) Merr. & LM
Perry), destacam-se entre as espécies da familia Myrtaceae, pelo seu alto potencial bioativo,
devido a presenca de antocianinas que atuam na redugdo do risco de desenvolvimento de
cancer por possuirem elevada atividade antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antioxidante e elucidar o efeito extratos obtidos a partir das cascas das frutas da
familia myrtaecae, sobre a proliferacdo, ciclo celular e apoptose sobre a linhagens de
adenocarcinoma de célon humano (HT-29). A atividade antioxidante foi mensurada através
dos métodos DPPH, FRAP, ABTS e ORAC onde a jabuticaba (JB) apresentou a maior
atividade antioxidante, seguido do jameldo (JME) e jambo (JMB) respectivamente. As células
da linhagem HT-29 foram cultivadas com DMEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, sob atmosfera com 5% de CO, a 37°C e incubadas com diferentes concentra¢des dos
extratos (5 a 1000 uM) por 24 h, dependendo do experimento. As analises de viabilidade
celular, ciclo celular e apoptose foram realizadas, através do método MTT e por citometria de
fluxo. Os resultados da JB evidenciaram uma reducdo da viabilidade celular com média de
60% quando incubado com o JB, 30% com o JME, 37% JMB. A JB, JME e JMB (na
concentracdo 1000 uM) promoveram um aumento no percentual de células na fase GO/G1,
um aumento da fase S, seguida de uma reducdo de células na fase G2/M. Além disso, o0 JB
promoveu um aumento do percentual de células apoptoticas. Desta forma, os dados
mostraram que a JB apresentou o maior efeito antiproliferativo, além de promover parada no
ciclo celular e inducéo da apoptose. Esses resultados abrem uma série de perspectivas sobre a
utilizacdo dos pods das cascas das frutas da familia myrtaceae na prevencgdo e tratamento do

cancer de c6lon.

Palavras-chave: Frutas da familia myrtaceae. Cancer de Colon . Compostos bioativos.



ABSTRACT

EFFECT OF EXTRACTS OF JABUTICABA, JAMUN BERRY AND MALAY APPLE ON
HT-29 HUMAN COLON ADENOCARCINOMA LINEAGE.

Colon cancer is the third most prevalent in the world, being a multifactorial disease
with complex interactions. Currently, great attention has been given to preventive strategies
and in this sense, the use of functional foods with chemopreventive compounds seems to
contribute in this process, acting with antioxidant and antiangiogenic mechanisms of action.
jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell) O. Berg), jamun berry (Syzygium cumini (L.) Skeels)
and malay apple (Syzygium malaccense (L.) Merr. & LM, Perry) stand out among the
Myrtaceae’s fruits, due to its high bioactive potential, due to the presence of anthocyanins that
act in reducing the risk of cancer development because they have high antioxidant activity.
The objective of this work was to evaluate the antioxidant activity and elucidate the effect
extracts obtained from the fruit peels from the myrtaecae family, on the proliferation, cell
cycle and apoptosis on human colon adenocarcinoma (HT-29) lineage. The antioxidant
activity was measured by the DPPH, FRAP, ABTS and ORAC assays, where jabuticaba (JB)
presented the highest antioxidant activity, followed by jamun berry (JME) and malay apple
(JMB) respectively. The HT-29 cells were cultured with DMEM, supplemented with 10%
fetal bovine serum, under 5% CO, atmosphere at 37°C and incubated at different
concentrations of the extracts (5 to 1000 uM) for 24 h, depending of the experiment. The
assays of cell viability, cell cycle and apoptosis analyzes were performed using the MTT
method and flow cytometry. The JB results showed a reduction in cell viability with a mean
of 60% when incubated with JB, 30% with JME, 37% JMB. JB, JME and JMB (in the
concentration 1000 uM) promoted an increase in the percentage of cells in the GO / G1 phase,
a increase of the S phase, followed by a reduction of cells in the G2 / M phase. In addition, JB
promoted an increase in the percentage of apoptotic cells. Thus, the data showed that JB
presented the highest antiproliferative effect, besides promoting cell cycle arrest and induction
of apoptosis. These results open a series of perspectives on the use of the fruit bark powders
of the myrtaceae family in the prevention and treatment of colon cancer.

Keywords: Myrtaceae fruits. Colon cancer. Bioactive compounds.



Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10

Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

LISTA DE FIGURAS

Estimativa de dez tipos de céncer mais incidentes para 2016/2017
categorizados por sexo.

Sequéncia de formacdo do adenoma-cancer.

Estagios da progressdo da doenca.

Classes de compostos bioativos em alimento.

Estrutura quimicas dos principais tipos de flavonoides.

Estrutura quimica das antocianinas.

Jabuticabeira e seu fruto.

Jameldo (Syzygium cumini).

Jambo vermelho (Syzygium malaccensis).

Compostos fenolicos totais: (A) extratos liofilizados das cascas desidratadas de
JB, JME, JMB e (B) p6s das cascas desidratadas de JB, IME, JMB.

Perfil cromatografico das amostras de JB, JME e JB.

Atividade Antioxidante pelo método de DPPH (A) extratos liofilizados das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB e (B) p6s das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB.

Atividade Antioxidante pelo método de FRAP (A) extratos liofilizados das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB e (B) p6s das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB.

Atividade Antioxidante pelo método de ABTS. (A) extratos liofilizados das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB e (B) p6s das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB.

Atividade Antioxidante pelo método de ORAC. (A) extratos liofilizados das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB e (B) p6s das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB.

Efeito do (A) extrato liofilizado da casca desidratada de JB (B) p6 da casca
desidratada de JAB, (C) extrato liofilizado da casca desidratada de JME (D) p6
da casca desidratada de JME (E) extrato liofilizado da casca desidratada de
JMB (F) p6 da casca desidratada de JMB sobre a viabilidade celular da
linhagem,HT-29 ap6s 24 horas de tratamento.

Efeito do p6 da casca desidratada de JB, JME e JMB na quantificacdo de

células (HT- 29), 24 horas ap06s a incubagéo.



Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

viabilidade celular da linhagem HT-29 ap6s 24 horas de tratamento.

Efeito do pd da casca desidratada de JB sobre a progressdo do ciclo celular em
celulas HT-29 24 horas apds a incubagdo.

Efeito do pd da casca desidratada de JME sobre a progresséo do ciclo celular
em células HT-29 24 horas ap0s a incubacao.

Efeito do pd da casca desidratada de JMB sobre a progresséo do ciclo celular
em células HT-29 24 horas ap0s a incubacao.

Efeito p6 da casca desidratada de JB, JME e JMB, sobre o processo de morte

programada em células HT-29 24 h apéds a incubacéo.



AAPH
ABRAPRECI
ABTS
AJCC
APC
AUC
A549
Bcl-2
Caco-2
CCR
CEASA
CLAE
CPIR
DCC
DMEM

DMSO
DNA
DPPH
EROS
ET
FRAP
GAE
GO

Gl

G2
HCT-116
HeLa
HT-29
SC-3
IC50
INCA
JB

LISTA DE SIGLAS

(2,2’-azinobis (2amidinopropano) dihidrocloreto)

ABRAPRECI- Associacdo Brasileira de Prevencdo ao Cancer de Intestino
Radical 4cido (2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)
American Joint Comittee on Cancer

Gene Supressor tumoral (do inglés, Adenomatous polyposis coli)
Area em baixo da curva

Linhagem humana de cancer de pulméo

Proteina oncogénica

Linhagem celular humana de adenocarcinoma de célon humano
Cancer colorretal

Central de Abastecimento

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Taxa de inibicéo da proliferacéo celular

Molécula de ades&o celular

Meio base de Eagle modificado por Dulbecco (do inglés, Dulbecco's modified
Eagle's medium)

Dimetilsulféxido
Acido desoxirribonucleico (do inglés, deoxyribonucleic acid)

Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Espécie reativa de oxigénio

Equivalente de trolox

capacidade ferri-redutora
Acido galico equivalente

Estado de quiescéncia das células durante o ciclo celular

Primeira fase do ciclo celular

Segunda fase do ciclo celular

Linhagem celular humana de adenocarcinoma de c6lon

Linhagem de céncer cervical

Linhagem celular humana de adenocarcinoma de c6lon humano
Linhagem celular de cancér oral
Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade de um composto
Instituto Nacional do Cancér

Jabuticaba



JMB

JME

K-ras
LC-DAD
LC-MS/MS
LDL

M

MCF-7

MCF-7aro

MCF-102

MDA-MB-231

MTT

NCI
ORAC
PAF
PBS
PC-3
PH
0S
PSOF
P450
P21
P27
P53
RPM

SBF
SiHa
TEAC

Jambo

Jameldo

Proteina de tranducéo ( do inglés Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)
Arranjo de diddos

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Lipoproteina de baixa densidade

Mitose

Linhagem celular humana de adenocarcinoma de mama
Linhagem celular humana de adenocarcinoma de mama
Linhagem celular humana de adenocarcinoma de mama
Linhagem celular humana de adenocarcinoma de mama
(brometo de 3-[4,5dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio)

Nacional Cancer Institute

Capacidade de absorc¢éo de radical de oxigénio
Polipose adenomatosa familiar

Solucéo salina tamponada (do inglés, phosphate buffered saline)
Linhagem celular de cancer de prostata

Potencial de hidrogénio

Penicilina e estreptomicina

Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Citocromo

Proteina citoplasmatica supressora de tumor
Proteina citoplasmatica supressora de tumor
Proteina citoplasmatica supressora de tumor
Rotag&o por minuto

Fase de replicacdo do DNA durante o ciclo celular
Soro bovino fetal

Linhagem de céncer cervical

Capacidade antioxidante equivalente de trolox



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer colorretal.

Sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do
cancer colorretal.

Sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do
cancer colorretal.

Composicao nutricional dos frutos da familia myrtaceae.

Quantificacdo de antocianinas nos extratos liofilizados das cascas desidratadas de
JB, JME e JMB e nos pos das cascas desidratadas de JB, JIME e JMB.

Efeito do p6 da casca desidratada de JB, JIME, JMB (100 uM e 1000 uM) sobre o
processo de morte celular por apoptose nas células de adenocarcinoma de c6lon
humano (HT-29) 24 h apds a incubacao.



SUMARIO

1. INTRODUCAO
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.CANCER DE COLON E RETO
2.1.1 Sinais, Sintomas, fatores de risco para o cancer de colon e reto.
2.1.2 Screening e diagnostico
2.1.3. Estadiamento da doenca
2.1.4 Bases de tratamento
2.2. LINHAGEM CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE COLON
HUMANO: HT-29
2.3 CANCER E COMPOSTOS BIOATIVOS
2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS
2.5. COMPOSTOS FENOLICOS
2.6. FLAVONOIDES
2.7. ANTOCIANINAS
2.8. FAMILIA MYRTACEAE
2.8.1. Jabuticaba (Myrciaria caulifora)
2.8.2 Jamel&o (Syzygium cumini)
2.8.3. Jambo (Syzygium malaccensis)
3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
4. MATERIAL E METODOS
4.1. AMOSTRAS
4.1.1. Secagem, desidratacdo e preparo dos pos das cascas desidratadas de
jabuticaba, jamel&o e jambo.
4.1.2. Preparo do extrato aquoso liofilizado dos p6s das cascas desidratadas

de jabuticaba, jameldo e jambo.

4.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

4.3. ANALISE DE ANTOCIANINAS

4.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1. Avaliacdo da atividade sequestrante do radical DPPH

4.4.2. Andlise determinagdo da atividade antioxidante total pelo método de
reducéo do ferro (FRAP).

4.4.3. Andlise de atividade antioxidante total pela captura do radical abtse+

20
22
25
26
29

30

30
33

35
36
37
38
39
41
42
44
44
44
45
45
45

46

46
46
47
47
48

48



4.4.4. Ensaio de ORAC

4.5. CULTURA DE CELULAS

4.6. ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

4.6.1. ENSAIO DE MTT

4.6.2. QUANTIFICACAO CELULAR: CAMARA DE NEUBAUER

4.7. ENSAIO DE CICLO CELULAR

4.8. ENSAIO DE APOPTOSE

5. ANALISES ESTATISTICAS

6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS
LIOFILIZADOS DAS CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB E DOS POS
DAS CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME E JMB.

6.2. QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS NOS EXTRATOS
LIOFILIZADOS DAS CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB E DOS POS
DAS CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME E JMB.

6.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS LIOFILIZADOS DAS
CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME E JMB E DO POS DAS CASCAS
DESIDRATADAS DE JB, JME E JMB.

6.4. VIABILIDADE CELULAR E PROLIFERA(;AO CELULAR

6.4.1. Ensaio de MTT

6.4.2. Quantificacdo celular: cAmara de Neubauer

6.5. EFEITO DO PO DA CASCA DESIDRATADA DE JB, JME E JMB
SOBRE A PROGRESSAO DO CICLO CELULAR.

6.6. EFEITO DO PO DA CASCA DESIDRATADA DE JB, JME E JMB SOBRE
A TAXA DE APOPTOSE EM CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE COLON
HUMANO (HT-29).

7. DISCUSSAO

8. CONCLUSAO

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO I- Perfil cromatografico das amostras de JB, JME e JMB

ANEXO II- ARTIGO INTITULADO “Brazilian Myrtaceae Fruits: A
Review of Anticancer Proprieties” PUBLICADO NA REVISTA British
Journal of Pharmaceutical Research, EM JUNHO DE 2016.

49
49
50
50
50
51
51
51
52
52

53

54

57
57
60
61

65

68
75
76
91

92



1. INTRODUCAO

Atualmente, mais de 1 milh&o de novos casos de cancer de colon e reto (CCR) séo
diagnosticados anualmente no mundo. O CCR ¢ a terceira neoplasia maligna mais comum e a
quarta causa mais comum de mortalidade por cancer em todo o mundo (TERZIA et al .,
2010). O CCR, é definido por uma neoplasia maligna e, esta relacionado a fatores ambientais,
especialmente dietéticos, a predisposicdo genética e a obesidade, entre outros fatores. (DINI
& KOFF, 2006). Diversos dados na literatura, apontam o papel da dieta habitual como um
importante fator na etiologia do CCR. Evidéncias epidemioldgicas nutricionais sugerem que
dietas ricas em frutas e hortalicas, apresentam altos teores de compostos fitoquimicos e esses
compostos podem contribuir para reduzir o risco de certos tipos de cancer, como o CCR
(STEWART & KLEIHUES, 2003).

As frutas contém altos niveis de antioxidantes como os compostos fenolicos (acidos
fenolicos, flavonoides ndo antocianicos e antocianinas) e carotenoides, que podem diminuir 0s
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) nos organismos de mamiferos e, assim, evitar
danos ao DNA e mutagcdes que impedem a progressdo tumoral (ZHANG et al., 2008;
HOGAN et al, 2010).

O efeito protetor exercido pelas frutas tem sido atribuido a presenca de polifendis, que
sdo o0s antioxidantes naturais mais abundantes da alimentacdo humana. A capacidade
antioxidante de um polifenol pode ser atribuida ao poder redutor do grupo hidroxila aromético
responsavel pela reducdo de radicais livres reativos. Esta atividade é influenciada pelo nimero
e pela posicéo dos grupos OH (DALV1,2008).

Entre os polifendis presentes nos alimentos, destacam-se as antocianinas, que sdo
compostos fendlicos que pertencem ao grupo dos flavondides e sdo responsaveis pela
coloragéo desde o vermelho vivo ao violeta dos frutos. Embora néo seja considerado como
um nutriente, as antocianinas tém recebido muita atencdo devido a sua atividade bioldgica.
Alguns estudos sugerem que alimentos de origem vegetal contendo compostos fendlicos,
quando ingeridos com frequéncia através da dieta, apresentem capacidade antioxidante na
captura de radicais livres, responsaveis, por conferir efeitos benéficos a saude, entre os quais
os de anti-inflamatorio, com propriedades antimutagénicas e anticancerosas (MARCO et al.,
2008; EFRAIM et al., 2010; VOLP et al, 2008).

Alguns estudos presentes na literatura, vem relatando as propriedades antioxidantes
de frutas e polpas de frutas comestiveis (MOKBEL & HASHINAGA, 2006). No entanto,
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existem poucas informagdes disponiveis sobre o valor bioativo e nutricional dos frutos
subtropicais, especialmente sobre as espécies mais exaticas.

Dentre as espécies nativas e subtropicais, evidencia-se a familia Myrtaceae
(GODINHO et al., 2014 ; REYNERTSON et al., 2006). Os géneros Eucalyptus, Malaleuca,
Eugenia, Myrcia, Syzygium e Psidium, desta familia, sdo os mais comumente encontrados em
florestas tropicais, desde a Amazonia até a regido sul do Brasil. A jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba (Vell) O. Berg), jambo (Syzygium malaccense (L.) Merr. & LM Perry), jamelao
(Syzygium cumini (L.) Skeels) destacam-se entre as espécies brasileiras da familia Myrtaceae,
pelo seu alto potencial bioativo, devido a presenca de antocianinas, principalmente nas cascas
dos frutos. Alguns estudos, associam extratos de frutas da familia Myrtaceae ricos em
antocianinas e seu importante papel na reducéo do risco e no tratamento de doencas crénicas,
como cancer (FRAUCHES et al,. 2016; AQIL et al., 2012; LEITE-LEGATTI et al,2012;
REYNERTSON et al., 2006). Esse papel pode ser atribuido a atividade antioxidante pode
reduzir os niveis de EROS em mamiferos e, assim, evitar danos no DNA e mutacfes que
impedem o inicio da progressdo tumoral (HOGAN et al., 2010 ; ZHANG et al.,2008).

A partir do exposto acima, justifica-se a realizacdo de pesquisas direcionadas ao
estudo da atividade antioxidante de extratos obtidos a partir das cascas das frutas da familia
myrtaceae e o0 efeitos dos mesmos sobre células de colén e intestino humano, no intuito de
avaliar a implicagdo desses extratos sobre na prevencgéo, tratamento e no desenvolvimento do

cancer colorretal.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER DE COLON E RETO

Atualmente, o cancer representa um dos maiores problemas relacionados a salde
publica no mundo. Dentre os diversos tipos de cancer, o cancer colorretal (CCR), é o terceiro
mais prevalente entre os homens e segundo mais prevalente para as mulheres no Brasil, como
mostra a figura 1 (BRASIL, 2016). No mundo, o CCR para ambos 0s sexos, apresenta uma
taxa de incidéncia de um milhdo de novos casos e, aproximadamente, meio milh&o de mortes
por ano (PARKIN et al., 2001; ROBERTSON et al., 2008).

Localizagdo primaria  casos novos % Localizagao primaria casosnovos %
U st eLa00 36% o Mamaeminna 960 2%
o - Homens Mulheres
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Colon e Reto 17,620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo do Utero 16,340 7,9%
Estomago 12920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 10,890 5,3%
Cavidade Oral 11,140 5:2% Estomago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5870 2,9%
Leucemias 5,540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 1. Estimativa de dez tipos de cancer mais incidentes para 2016/2017 categorizados por
Sexo.
Fonte: Adaptado, BRASIL, 2016.

O CCR é caracterizado como um tumor maligno localizado cavidade abdominal, na
regido do colon descendente e do colon sigmdide. Este cancer, é proveniente de uma alteracdo
genética, que causa proliferacdo de células anormais. O CCR, resulta em uma alteragdo da
mucosa coldnica normal, para lesdes benignas, denominadas de adenomas ou polipos
adenomatosos, que em seguida podem evoluir para lesdes malignas, os adenocarcinomas. Esta
progressao € lenta, geralmente ocorre durante varios anos e pode ser induzida por fatores
envolvendo oncogénese e mutacGes dos genes supressores tumorais (BENSON, 2007;
ZANDONA et al., 2011).
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DISPLASIA ADENOMA | ADENOMA I ADENOMA I1I NEOPLASIA

Figura 2. Sequéncia de formagéo do adenoma-cancer
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

O adenoma ou polipo adenomatoso tem papel fundamental no desenvolvimento do
cancer. Estima-se que 95% dos casos de adenocarcinomas, independente da etiologia, sdo
originarios de pdlipos adenomatos. (KUMAR et al., 2005). Um polipo é representado uma
massa tumoral protusa em direcdo a luz intestinal que se origina, como uma pequena massa
séssil que, a medida seu tamanho aumenta, pode permanecer como séssil ou adquirir uma
haste, tornando-se pediculado. Os polipos que se originam de proliferacdo epitelial displésica,
variando de leve (baixo grau) a intensa (alto grau) sdo denominados pdlipos adenomatosos ou
adenomas) (CHEN, 2003; WALSH & TERDIMAN, 2003; GARFOLO et al., 2004).

O desenvolvimento do CCR, envolvem diversos estadgios que induzem alteracdes
genéticas dando origem a sequéncia adeno-carcinoma, como mostra a figura 2 .

A sequiéncia adenoma-carcinoma e a elucidacdo da genética molecular envolvida na
patogénese do CCR passou a ser estudada intensamente e muitos avancos foram obtidos.
Varios genes como APC, DCC e p53, entre outros, foram identificados como participantes da
sequéncia adenoma-carcinoma, estando envolvidos na génese tumoral baseada na teoria de
multiplos passos, onde o acimulo de mutagdes genéticas em células instaveis é o fator
principal que origina o cancer (PINHO et al., 1999). Estes eventos de alteragdes mutacionais,
que ddo inicio a sequéncia sdo divididas em 4 estagios: 1) Alteracdo do gene APC, a

desativacdo do gene APC, que exercer uma funcdo reguladora na proliferacdo epitelial, ira
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favorecer um desequilibrio no sentido de promover a maior producdo celular, devido a
hipometilagdo do DNA, desenvolvendo um estado hiperproliferativo e ocasionando a
producdo de um pequeno adenoma. 2) Ativacdo das proteinas K-ras, essas proteinas,
promovem ativacdo do crescimento e diferenciacdo celular a partir de estimulos
extracelulares. Desta forma, a presenca do adencarcinoma com desiquilibrio de proliferacao
celular, propicia uma mutacdo no gene K-ras, reproduzindo proteinas com presenca
alteracdes, que vao atuar como um agente oncogene, estimulando a proliferacdo, ocasionando
a evolucdo do adenoma inicial, para 0 um adenoma intermediario. 3) Mutacdo da proteina
DCC: Esta proteina atua na adesdo entre as células e sua mutacdo acarreta a perda da
capacidade de aglutinacéo celular, sendo considerada uma etapa tardia e decisiva na sequencia
adeno-carcionoma. 4) Mutacdo da proteina p53: Essa mutacdo € considerava decisiva no
processo de malignizacdo de uma lesdo adenomatosa benigna encontrada em 75% dos casos
de cancer colon retal. Atuando na parada do ciclo celular, a proteina p53, apresenta um papel
protetor contra a reproducéo celular contendo alteragdes de DNA. Com a perda desta funcao,
0 tecido com em um estado avancado de hiperproliferacdo com acumulo de mutacdes

cromossomiais, é caracterizado como carcinoma invasivo. (PINHO et al., 1999).

2.1.1 Sinais, Sintomas, fatores de risco para o cancer de coldn e reto

O estagio inicial do CCR, pode ndo apresenta sintomas. Em geral, os sinais e sintomas
se manifestam nos estagios mais avancados da doenca e dependem do tamanho e localizacédo
do tumor. Os principais sinais e sintomas sdo: sangramento retal, presenca de sangue nas
fezes, alteracdo do habito intestinal, constipagdo, diarreia, cllicas na parte inferior do
abdémen, sensacdo de desconforto, auséncia de peristaltismo e perda de peso anormal. Alguns
sintomas ndo especificos foram definidos como: nausea, inchaco, émese e a presenca de gases
intestinais (CHEN et al., 2016).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancér (INCA), em 2003, os principais fatores
de risco associados ao cancer do intestino sdo: ambientais, genéticos, idade maior ou igual a
50 anos, alimentacdo pobre em frutas, vegetais e fibras, o consumo excessivo de bebidas
alcodlicas e gordura animal; tabagismo e obesidade (BRASIL,2003).

Os fatores ambientais e genéticos relacionados ao CCR estdo, sdo considerados
primordiais para a classificagdo do tipo do céncer. Os fatores genéticos podem ser

correlacionados a predisposicdo hereditaria ou ndo, sendo que estes determinam a
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suscetibilidade do individuo ao desenvolvimento de adenomas e/ou o proprio CCR (BRASIL,
2003).

A hereditariedade representa aproximadamente 10% dos casos com este tipo de
neoplasia, sendo o CCR hereditario representado por dois grupos: nos quais had ou ndo a
presenca de polipos. Nos casos em que existem a polipose (presenca de polipo), possuem dois
tipos de fatores de risco hereditérios, a polipose adenomatosa familiar (PAF) e a sindrome de
polipose hamartomatosa, conhecida também como polipose juvenil ou sindrome de Peutz-
Jeghers. Ja nos casos em que ha a auséncia de polipose, destaca-se 0 CCR néo polipoide,
identificado como sindrome de Lynch. Apesar da literatura ressaltar a associagdo entre 0s
fatores genéticos com o aparecimento de CCR, em aproximadamente 70% dos casos dessa
patologia é esporadica, tendo como implicacdes para sua manifestacdo fatores ambientais
(ALEGRIA & GARRIDO, 2009). Em 25% dos pacientes o CCR, é de origem familiar,
evidenciando que individuos que possuem histérico desta doenca na familia, cujo modelo néo
se aplica a nenhuma das sindromes hereditérias vistas anteriormente. O risco de adquirir esse
tipo de cancer aumenta se o integrante familiar com o historico de CCR for de primeiro grau
(ALEGRIA; GARRIDO, 2009).

Segundo BERNSTEIN et al., 2001, portadores de doenca inflamatoria intestinal
crénica, como, colite ulcerativa e doenca de Crohn, possuem um grande risco de desenvolver
cancer colorretal. O risco de desenvolver o CCR aumenta de acordo com a extensdo e duragao
da doenca (BERNSTEIN et al., 2001).

A incidéncia do CCR, também esta associada a obesidade e especialmente dietéticos
(DINI & KOFF, 2006). A tabela 1, exemplifica os principais fatores de risco para o

desenvolvimento do cancer colorretal.
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Tabela 1. Principais fatores de risco para o desenvolvimento do céancer colorretal

FATORES QUE AUMENTAM Q RISCO RISCO RELATIVO [
Hereditariedade e historia medica
Historia familiar

= 1 parente de primeiro grau 22
= Mais do que 1 parente 4.0
= Parentes com diagnostico antes dos 45 anos 39

Doenca inflamatoria intestinal (colon)
= Doenca de Crohn

= Colite ulcerativa 26
Calon

Reto 1.9

Diabetes 1.2

Outros fatores

=  (Obesidade 1.2

»  Consumo de came vermelha 1.2

= Consumo de came processada 1.2

=  Fumar 1.2

= Consumo de alcool 1.1

Fatores que diminuem o risco
= Afividade fisica

Homens 0.8
Mulheres 0.7
= (Calcio 0.8
= Ingestdo de leite 0.9

(*)Risco relativo compara o risco de desenvolvimento da doenca entre um grupo de pessoas
com uma determinada exposi¢cdo em relagdo a um grupo de pessoas sem esta exposicéo.
Fatores de risco dietéticos sdo normalmente avaliados comparando-se um alto consumo com
baixo consumo. Se o risco relativo for maior do que 1.0, o risco é maior entre as pessoas
expostas do que as ndo expostas. Se o risco relativo for menor do que 1.0 indica um efeito
protetor.

Fonte: adaptado de Alteri et al., 2011.

Alguns estudos tém demonstrado que os habitos alimentares exercem um papel
fundamental na etiologia do cancer. De acordo com Fortes et al. (2007), cerca de 35% dos
casos de cancer estdo relacionados a uma dieta inadequada. Dentre os fatores dietéticos,
destacam-se dietas com altos teores de gorduras saturadas e baixos teores de alimentos de
origem vegetal. Além da dieta inadequada, sabe-se que o alcoolismo, o tabagismo e o
sedentarismo estdo entre os fatores de risco (FORTES et al., 2007; INCA, 2012).
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2.1.2. Screening e diagnostico

O diagndstico precoce constitui um dos aspectos mais importantes para a diminuicdo
da mortalidade associada ao CCR, j& que este cancer é frequentemente identificado apés a
manifestacdo dos sintomas. Na maioria dos casos, ele € silencioso e assintomatico. Desta
forma, o rastreio precoce, pode auxiliar na prevencdo e atuar para um bom progndstico do
CCR. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Segundo a Associacdo Brasileira de Prevencdo ao Cancer de Intestino
(ABRAPRECI), o rastreamento para cancer do intestino é realizado de acordo com a
estimativa de risco para a neoplasia de cada populacdo (HABR-GAMA, 2005). O protocolo
de para populacdo de risco baixo e moderado consiste na realizacdo anual da pesquisa de
sangue oculto nas fezes (PSOF), seguida pela colonoscopia ou retossigmoidoscopia nos
individuos com resultado positivo. A literatura até o momento sugere que o inicio do
rastreamento para o cancer do intestino com pesquisa de sangue oculto nas fezes ocorra a
partir dos 50 anos de idade (BRASIL, 2003).

A PSOF é um exame confidvel para a deteccdo de sangramento e ndo para
diagndstico de cancer gastrointestinal. A realizacdo desta prova € justificavel no CCR, ja que
as lesBes neoplésicas sangram mais que mucosa intestinal normal.Por essa razéo, é importante
a associacdo do toque retal e da retossigmoidoscopia a pesquisa do sangue oculto, para
aumentar a porcentagem de diagndsticos positivos no diagnéstico do céancer colorretal
(BRASIL, 2003).

A retossigmoidoscopia é um exame ambulatorial, indolor, ndo necessita sedacéo e
preconiza a limpeza do canal retal. Este exame possibilita a avaliagdo das caracteristicas da
mucosa do reto e sigmoide, como coloracdo, presenca de edema e de lesdes, assim como a
colheita de secrecbes (sangue, muco), além de bidpsias de lesdes suspeitas (HABR-GAMA,
2005). O exame de retossigmoidoscopia apresenta vantagens ao ser comparado ao PSOF,
dentre elas, sdo: a visualizacao direta da mucosa colorretal; deteccao de lesbes e possibilidade
de realizar biopsia ou resseca-las durante o exame (LAU; SUNG, 2004).

O exame de colonoscopia € indicado para os individuos que apresentam um PSOF
positivo. Este exame é considerado o0 método padrdo ouro para a investigacéo e prevencao do
CCR, possibilitando a polipectomia endoscépica que reduz a incidéncia de CCR em até 90%
(WINAWER et al.,2003;GANNON et al., 2002; SEITZ et al., 2004). A colonoscopia, permite

a visualizacdo de todo o intestino grosso e do ileo terminal inclusive, O exame colonoscopico
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requer a preparagdo mecénica do intestino e sedagdo do paciente, possibilita o diagnostico e o
tratamento das lesbes em tempo Unico (realizacdo de bidpsias e polipectomias) (BRASIL,
2003 ; REX, 2007). Apesar de ser considerado padrdo ouro para deteccdo do CCR, a
colonoscopia possui limitac6es. Este procedimento leva a perda de aproximadamente 20% de
todos os adenomas e 10% de grandes dimensdes ou adenomas avangados. A colonoscopia
apresenta um grande risco de complicacdes quando comparado com os demais testes de
diagnostico, incluindo lagrimas intestinais e hemorragias especialmente quando um polipo é
removido (ALTERI et al., 2014).

2.1.3. Estadiamento da doenga

O Estadiamento € o sistema usado para classificar neoplasias e seu objetivo € tornar
possivel a previsdo da evolucdo e prognostico de cada tumor em cada paciente, através das
informacdes obtidas pelos resultados dos testes laboratoriais e radioldgicos pré-operatorios,
pelo patologista, através do exame histolégico da peca cirurgica retirada, e completado pela
avaliacdo intra-operatdria do cirurgido.

Para o cancer de célon e reto, o estadiamento é determinado pela avaliacdo da
extensdo de sua penetragcdo na espessura da parede intestinal, pela presenca ou auséncia de
tumor nos linfonodos (metastases linfaticas) que habitualmente fazem parte da estrutura
anatdmica do 6rgdo, ou pela propagacdo do tumor para outros 0rgaos (metastases), das quais
os mais frequentes sdo figado, pulméo e ossos (BRASIL,2003; ALTERI et al., 2011).

Apesar de existirem varios sistemas classificacdo de tumores malignos, como de
Dukes e Astler-Coller, porém, 0 TNM (Tumour-node-metastasis), € o mais utilizado como
estadiamento pelos sistemas de salde e é classificado como padrdo tanto pelo American Joint
Comittee on Cancer (AJCC), quanto pela Unido Internacional do Combate ao Cancer
(Schwartz et al., 2004; WOLPIN et al., 2007; WOLPIN & MAYER, 2008). Este sistema
baseia-se na extensdo anatdmica da doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor
primario (T), as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em
que o tumor se localiza (N), e a presenga ou auséncia de metastases a distancia (M). Estes
parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1,
respectivamente(BRASIL, 2003). A Tabela 2 e 3 apresentam as definicbes propostas pelo
sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para determinar o estadiamento do

cancer colorretal.
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cancer colorretal.

Tabela 2. Sistema de classificagdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do

TNM
Tumeor Primario (T) Linfonodos Regionais (M) Metastases a distancia (M)
(TX) Tumor primarioc  (MX) Linfonodos regionais (MX) Presenca de
inacessivel inacessiveis metastazes a distdncia néo
pode ser observada
(NO) Sem evidéncias de (MO) Sem metastases &
(TO) Sem evidéncia do tumor  linfonodos regionais disténcia

primario
{Tis)

intragpitelial ou invasdo da

Carcinoma in  sifu

lamina propria

(T1) Tumor invadindo
submucosa
(T2} Tumor invadinde a

muscular propria

(T3) Tumor invadindo através
da muscular propria até
subserosa ou nos tecidos
pericolicos ndo peritonizados
ou perirretais

(T4)

diretamente outros drgdos ou

Tumor invadindo

estruturas efou perfurando

vigceras pertoneais

(N1) Metastases em um ate
frés linfonodos pericolicos ou
perirretais

(N2) Metastases em guatro
ou mais linfonodos
pericalicos ou perirretais

(N3) Metastase em qualguer
linfonodo ao longo da cadeia
vascular principal elou
metastase no linfonodo apical

desta cadeia

(M1} Metastases a distancia

* T traduz a extensdo do tumor primario, seu grau de penetracdo na parede intestinal;
N traduz a presenga ou auséncia e extensdo das metastases linfonodais;
M traduz a presenca ou auséncia de metastases a outros 0rgaos.

Fonte: BRASIL, 2003.
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Tabela 3. Sistema de classificagdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do

cancer colorretal.

AJCC/UICC  TUMOR  LINFONODOS METASTASES  DUKES ASTLER

ESTAGIO PRIMARIO  REGIONAIS A DISTANCIA COLLER
Estadio 0 Tis MO MO
Estadio | T MO MO A A
T2 ] MO A B1
Estadio Il T3 MO MO B B2
T4 MO MO B B3
Eatadio Il Qualguer T M1 MO c C1
Qualgquer T M2 MO c c2
Cualguer T M3 MO c c3
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 c ]

* T traduz a extensdo do tumor primario, seu grau de penetragdo na parede intestinal;
N traduz a presenca ou auséncia e extensao das metastases linfonodais;

M traduz a presenca ou auséncia de metéstases a outros 6rgaos.

Fonte: BRASIL, 2003.

A progressdao do cancer de colon estd dividida estagios e/ou fases, que séo

classificados de acordo com o sistema TNM, conforme mostra a Figura 3.

PROPAGACAO PARA
OUTROS ORGAOS

Figura 3. Estagios da progressao da doenca
Fonte: NCI, 2006.

Conforme ilustrado na Figura 3, a doenca € dividida em cinco estagios e/ou fases: 1)
fase 0= é o estdgio mais inicial de classificacdo, também chamado de carcinoma, pois 0
cancer se restringe ao revestimento interior do célon; 2) fase 1= o céncer se estende as
camadas médias do colon, mas ndo atravessa as paredes do intestino; 3) fase 2= o tumor
ultrapassa as paredes do intestino e dissemina-se para tecidos vizinhos, mas ainda néo
acomete os ganglios da regido; 4) fase 3= o cancer invade os ganglios vizinhos, mas nao
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outras partes do corpo; 5) fase 4= é o estagio mais avancado da doenca. Nesta fase, o tumor ja
é detectado a distancia do local de origem, como no figado e nos pulmdes (NCI, 2006).

2.1.4. Bases de tratamento

A metodologia de tratamento escolhida para o cancer colorretal depende do grau de
lesdo do tumor e da area atingida, além de ter ou ndo metéstase (BRASIL, 2003). As
modalidades terapéuticas disponiveis para o tratamento do CCR incluem a cirurgia, a quimio
e a radioterapia, assim como novos farmacos antiangiogénicos (SCHWARTZ et al., 2004).

De acordo com o INCA, a cirurgia é o tratamento inicial mais comum para o CCR,
esta opcdo terapéutica traz a possibilidade de cura de até 90% (FERNANDES et al.,
2009,BRASIL, 2003). O procedimento cirurgico chamado de colectomia, consiste ha remocao
do tumor, dos linfonodos adjacentes e de uma parte do colon saudavel ou do reto. Esta
intervencdo, cirurgica pode remover de modo eficaz a neoplasia maligna e podendo ser
utlizada nos diferentes tipos e estagios do mesmo quando o CCR esta nos estagios 0 ou I,
tendo portanto auséncia de metéstase (SAENZ et al., 2009).

O tratamento cirargico é considerado curativo quando resulta na remocéo total do
tumor primario, érgdos e estruturas localmente comprometidas e de metastases identificadas,
observados os preceitos técnicos oncoldgicos. E considerado paliativo quando resulta em
reduzir e/ou amenizar os sintomas em individuos que ndo apresentando prognostico de cura
por resseccdo (metastases irressecaveis a distancia ou localmente disseminadas e invasao de
estruturas vitais) (BRASIL, 2003).

A quimioterapia é um tratamento sistémico do cancer e sua indicacdo de tratamento
deve ser de acordo com o estagio da doenca. Esta terapéutica, consiste no uso de drogas anti-
cancer que atuam sobre o processo de divisdo das células neoplasicas. As drogas entram na
circulagdo sanguinea e percorrem todo o organismo. A maioria das drogas anticancer é
administrada por injecdo direta na veia ou atraves de um cateter (porth-a-cath ou intra-cath).
Recentemente, algumas drogas anticancer tém sido administradas oralmente sob forma de
comprimidos. (MACHADO;SAWADA, 2008; FERNANDES et al., 2009; BRASIL 2003).

A terapia por radiacdo ou radioterapia € realizada com o uso de raios-X de alta energia
para destruir as células cancerosas. A radioterapia tem acdo local, atingindo as células
cancerosas localizadas apenas nas regides que estdo sendo tratadas e na maioria das vezes

atuam para a reducdo do tamanho de tumores grandes, podendo também diminuir o risco de
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recidivas e metéstase. Tanto a radioterapia como a quimioterapia podem ser usadas antes da
operacdo (terapia neoadjuvante) para reducdo da massa tumoral e assim facilitar a retirada
cirurgica do tumor, ou apoés a cirurgia (terapia adjuvante), para destruir células cancerosas que
tenham permanecido na area tratada. A radioterapia também é utilizada para o alivio de
sintomas (ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2003).

2.2. LINHAGEM CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO: HT-29

Em 1964, a linhagem HT-29 foi obtida, a partir do tumor de uma mulher de 44 anos de
idade com adenocarcinoma de colon. As células HT-29 sdo células epiteliais intestinais humanas,
com caracteristica aderente e tumorogénica. Suas estruturas morfoldgicas incluem
microvilosidades, microfilamentos, mitocondrias com granulos escuros e lisos, reticulo
endoplasmaético rugoso e ribossomos livres, goticulas lipidicas e muitos lisossomos secundaros
(FOGH et al., 1977).

As células HT-29 expressam receptores de uroquinase, mas ndo possuem atividade
detectavel do fator ativiador de plasminogénio (REITER et al.,1993). Sdo negativas para
CD4, mas possuem uma expressao na superficie da célula de galactose ceramida (um possivel
receptor alternativo para o HIV) (FOGH, 1975; CHEN et. al, 1987).

Na linhagem celular HT-29 o antigeno da proteina p53 é produzido em excesso.
Consequentemente, os efeitos de inducdo da apoptose, mediados pela proteina p53, estdo
inativados garantindo a sobrevivéncia da célula (FOGH, 1975; CHEN et al., 1987).

Em nosso estudo foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de célon
humano HT-29 para o estudo do efeito de extratos de jabuticaba, jameldo e jambo e o efeito
dos mesmos sobre células de cancer de célon humano, no intuito de avaliar a implicacao
desses extratos na prevencdo do desenvolvimento do cancer colorretal.

A origem da linhagem HT-29 e a escassez de trabalhos em relagdo a mesma e aos
frutas da familia myrtaceae foram determinantes na escolha desta linhagem para o estudo.

2.3.CANCER E COMPOSTOS BIOATIVOS

O céncer é considerado como uma doenca multifatorial de complexas interagdes,
sendo caracterizado como um importante problema de salde publica. Atualmente, é umas das
maiores causas de morte, tanto em paises desenvolvidos como em paises em

desenvolvimento. De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), cancer & o nome
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dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum alteragdes genéticas que
resultam no crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos e podem se
espalhar por outras partes do corpo. O processo de formacdo do cancer ou carcinogénese,
passa por varios estagios para alcancar a formacéo de tumor (INCA, 2009).

A incidéncia da doenca esté relacionada a fatores ambientais, predisposicdo genética,
obesidade e especialmente o fator dietético (DINI & KOFF, 2006). Alguns estudos tém
mostrado que os habitos alimentares desempenham um papel fundamental na etiologia do
cancer, atuando como fator determinante para o desenvolvimento de diversas forma de
cancer. Estima-se que 35% dos casos de cancer ocorrem devido & adogdo de dietas
inadequadas (GAROFOLO et al., 2004).

Diversas investigacdes epidemioldgicas tém demonstrado que os antioxidantes podem
diminuir o risco de varios tipos de patologias, entre eles o acido ascérbico, fitoestrégenos da
soja e carotendides (a-caroteno, B-caroteno, luteina, zeaxantina) (BRAGA, et al., 2010;
CABRAL et al., 2009). Esses componentes alimentares participam de diversos processos
bioquimicos e fisioldgicos, demonstrando papéis importantes na prevencao e no tratamento de
doencas crbnicas, como o cancer. Evidéncias sugerem que a quimioprevencao através do
consumo de compostos bioativos pode reduzir a morbidade e a mortalidade por cancer.
(DAVIS, 2007; JIRTLE & SKINNER, 2007).

Na patogenicidade do céncer, o efeito do estresse oxidativo € demonstrado. A
oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para as
atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas células vivas
também leva a producdo de radicais (ADEGOKE et al., 1998). A superproducdo de oxidantes
em certas condi¢des pode causar um desequilibrio (stress), levando a um dano oxidativo de
varias biomoléculas, tais como os lipidios, DNA e proteinas (SOARES, 2002). Evidéncias
sugerem que este dano oxidativo pode ser indutor potencial para o desenvolvimento do cancer
e pode ser prevenido ou limitado atraves de dietas ricas em antioxidantes encontrados em
frutas e hortalicas. Os beneficios muitas vezes estdo associados ao fato desses compostos
serem antioxidantes (DAVIS, 2007; JIRTLE & SKINNER, 2007). Com base nestes dados, a
importancia da pesquisa por antioxidantes naturais tem aumentado (SHAHIDI et al.,1992).

Os antioxidantes podem ser categorizados, de acordo com seu mecanismo de defesa,
em primarios e secundarios. Os primarios agem diretamente interrompendo a cadeia da reagédo
através da doagdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, transformando-os em produtos

termodinamicamente estaveis e/ ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo
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lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Os antioxidantes secundarios
atuam retardando a etapa de iniciacdo da autoxidacdo, por diferentes maneiras, que incluem
complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos para formar
espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete
(ADEGOKE et al., 1998).

Os antioxidantes presentes nos compostos bioativos agem em sinergismo,
preferencialmente, com o radical peroxil por ser este mais abundante na etapa da autoxidacao
e por possuir menor densidade energética do que outros radicais, 0 que contribui para a
abstracdo do seu hidrogénio (DECKER et al, 1998). O radical fenoxil resultante, embora
relativamente estavel, pode interferir na reacdo de propagacdo ao reagir com um radical
peroxil, via interacdo entre radicais. O composto formado, por acdo da luz ultravioleta e
temperaturas elevadas, poderd originar novos radicais, comprometendo a eficiéncia do
antioxidante, que é determinada pelos grupos funcionais presentes e pela posi¢édo que ocupam
no anel aromatico, bem como, pelo tamanho da cadeia desses grupos (JADHAYV et al., 1995;
SHAHIDI et al., 1992.). Este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de
plantas, possui um papel importante na reducdo da oxidacdo lipidica em tecidos, vegetal e
animal, pois quando incorporado na alimentacdo humana néo conserva apenas a qualidade do
alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose
e cancer (RAMARATHNAM et al., 1995; NAMIKI ,1990).

A capacidade de um composto ou alimento em inibir a proliferacdo das células
cancerigenas € um fator desejavel na progressdo do cancer. A funcdo de nutrientes
antioxidantes na etiologia do cancer continua em discussdo, visto que estes nutrientes
possuem importante fungdo estrutural e atuam como cofatores de diversas enzimas
(BARGELLINI et al., 2003).

O principal grupo de agentes inibidores da carcinogénese € representado por
antioxidantes, bloqueadores de radicais livres. Além destes, também temos os indutores da
morte celular programada (apoptose) e os inibidores das enzimas do citocromo P450
(responsavel pelo metabolismo de drogas, cuja ativacdo leva a formacdo de radicais livres
carcinogénicos).

Atualmente, uma grande atencdo tem sido direcionada a estratégias que podem reduzir
o risco de desenvolvimento de cancer e o consumo de alimentos funcionais. As propriedades
guimiopreventivas podem desempenhar um papel anti-carcinogénico, antioxidante e anti-

inflamatdrio. Eles também podem agir contra o cancer que sdo induzidos ou sustentados por
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horménios, ou podem apresentar atividade anti-angiogénica (FACINA, 2012; UPADHYAYA
et al., 2007). Alguns estudos ligaram o consumo de frutas e hortali¢as coloridos com o risco
de céancer de mama e a recorréncia de pdlipo coloretal, devido a presenca de agentes
fitoquimicos, porque agem como quimioprotetores, atuando na indugdo de enzimas, que
metabolizam carcinégenos, transformando-os em suas formas menos reativas (WU et al.
2013; . CLERECI et al. 2011). Entre os compostos bioativos, 0 consumo de antocianinas
presentes nos frutos da familia Myrtaceae estdo associados a sua atividade antioxidante que
pode reduzir os niveis de ROS em mamiferos e, assim, evitar danos ao DNA e as mutacfes
que impedem o inicio da progressao do tumor (HOGAN et al., 2010 ; ZHANG et al.,2008).

2.4. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos estdo amplamente distribuidos na natureza, sdo 0s
antioxidantes mais abundantes da dieta e estdo presentes nas frutas e hortalicas. A ingestédo
regular de uma dieta rica em alimentos de origem vegetal, oferecem, uma gama de nutrientes
e diferentes compostos bioativos, incluindo fitoquimicos (compostos fendlicos, flavonoides e
carotendides), vitaminas (vitamina C, acido folico, e pré-vitamina A), minerais (potassio,
calcio e magnésio) e fibras (CARRATU; SANZINI et al., 2005; LIU, 2013). Desta forma, a
adocdo de escolhas alimentares saudaveis representa um importante fator protetor para a
salde (KALIORA et al., 2006).

Algumas evidéncias cientificas, elucidam a correlacdo do papel protetor dieta e a
reducdo do risco de desenvolver doencas cronicas, porém, os efeitos benéficos dos compostos
bioativos na saude humana, dependem da quantidade consumida e sobre a sua
biodisponibilidade. (MANACH et al., 2004).

Diariamente, quantidades significativas de compostos bioativos sdo ingeridos na
alimentacdo habitual. No entanto, as concentragdes desses compostos no organismo humano
sdo muito baixas — na faixa de micromoles, 0 que esté relacionado a sua limitada absorcao e
biodisponibilidade. (DE CASTRO,2015).

A literatura reporta varios fatores que modificam a biodisponibilidade de compostos
bioativos presentes nos alimentos: a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica do
composto de interesse, estrutura e quantidade de outros compostos ingeridos

concomitantemente (fatores exdgenos) e ainda o tempo de transito intestinal, esvaziamento
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géastrico, metabolismo do composto e grau de conjugacdo, possiveis interacbes com proteinas
na circulacdo sanguinea e tecidos, composi¢do da microflora intestinal e o perfil genético do
individuo (OLIVEIRA & BASTOS, 2011).

Esses compostos, tais como vitaminas, compostos fendlicos e outros pigmentos,
variam extensamente em estrutura quimica e, consequentemente, na funcédo bioldgica, e estes
apresentam algumas caracteristicas em comum: pertencem a alimentos do reino vegetal, sdo
substancias organicas e geralmente de baixo peso molecular, ndo sdo indispensaveis nem
sintetizados pelo organismo humano e apresentam acdo protetora na saide humana quando
presentes na dieta em quantidades significativas. Em sua maioria, sdo metabdlitos secundérios
e geralmente, estdo relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiacdo
ultravioleta ou as agressdes de insetos ou patogenos (MANACH et al, 2004).

Os mecanismos pelo qual estas substancias proporcionam estes beneficios estdo
relacionados a atividades como: antioxidante, desintoxicante, antimicrobiana, citotoxica,
fungicida, hipocolesterolémica, anticoagulante e antinflamatéria (PENNINGTON, 2002).

Por existirem em grande namero, estes compostos podem ser subdivididos em grupos
com milhares de compostos distintos. Algumas substancias sdo proprias de alguma espécie ou
género de plantas, outras sdo unidas por um complicado critério de classificacdo. A Figura 4,

mostra as diversas classes de compostos bioativos presentes nos alimentos.

|— Isoflavonas -
Composto Bioative — Flavonoides 1 Flavonas
—  Acidos Fenélicos u Flavononas
» Pohifencis -
T Estilbenos - Antocianinas
— Lignanas - Flavonols
Flavandis

Glicosmolatos

Fitoestrogenos |

Carotencdides

Figura 4. Classes de compostos bioativos em alimento.
Fonte: Adaptado CORREA, 2016.
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2.5. COMPOSTOS FENOLICOS

Dentre os compostos bioativos presentes nos alimentos, destacam-se 0s compostos
fenolicos ou polifendis, que sdo as substancias fitoquimicas mais abundantes em alimentos de
origem vegetal, e desta forma, sdo também as estruturas mais elucidadas pela literatura.
Estruturalmente, os compostos fenolicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Apresentam estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de oito mil
compostos fendlicos descritos na literatura, dentre eles, podemos citar, os flavondides, acidos
fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis. Os compostos fendlicos
englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo. Os
compostos fendlicos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acgucares
(glicosidios) e proteinas. (PEREIRA et al., 2011).

Alguns estudos tém evidenciado que os compostos fenolicos, sdo os principais
responsaveis pela propriedade antioxidante desempenhada pelos alimentos de origem vegetal
(BOUDET, 2007; YU et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo excelentes antioxidantes e agem neutralizando e
sequestrando de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidacao(
SHAHIDI et al., 1992). Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias. Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes (orto-difendis),
localizados em vérias posi¢des dos anéis A, B e C, as duplas ligacbes dos anéis benzénicos e a
dupla ligacdo com o oxigénio (-C=0) de algumas moléculas de flavondides garantem a esses
compostos sua alta atividade antioxidante (HRAZDINA et al, 1970; RICE-EVANS et al,
1996).

Estudos correlacionam a atividade antioxidante dos compostos fendélicos e sua acao
anticarcinogénica devido a inibicdo dos canceres de cdlon, eséfago, pulmao, figado, mama e
pele. Uma vez que protegem moléculas como o DNA, os compostos fenolicos, podem vir a
abortar alguns processos carcinogénicos (HARBORNE & WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-
MORENO, 2002; DE CASTRO, 2015).

34



2.6. FLAVONOIDES

Os flavondides, constituem um dos grupos mais importantes entre os polifendis,
pertencem a uma enorme classe de substancias fendlicas e representam a classe dos pigmentos
naturais, no caso das antocianinas. Os flavondides sdo produzidos a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato e estdo presentes na maioria das plantas, concentrados em
sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores (FELDMANN, 2001; MANN, 1987).

A estrutura quimica dos flavonoides, é representada por um esqueleto com 15 atomos
de carbono na forma C6 -C3 -C6, e séo divididos em classes dependendo do estado de
oxidagédo do anel central de pirano (IKAN, 1991). A literatura descreve que mais de 8 mil
flavonoides diferentes, foram identificados (PIETTA, 2000). A figura 5, representa as

estruturas quimicas dos principais tipos de flavondides encontrados.

Antocianidinas _~ Catequinas Flavonois /@
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\Hj/ = S
O ‘ s

Figura 5. Estrutura quimicas dos principais tipos de flavonoides.
Fonte: Molnér-Perl & Fiizfai, 2005.

Nos alimentos, as principais fontes dos flavonoides sdo frutos (uvas, cerejas, macd,

groselhas, frutas citricas, entre outros) e hortalicas (pimenta, tomate, espinafre, cebola,
brécolis, dentre outras folhosas) (BARNES et al., 2001), sendo seu consumo estimado na
dieta humana entre 1-2gramas por dia (DEVRIES et al., 1997).

A literatura associa a ingesta de alimentos que contenham flavonoides em sua
composicdo e sua acdo benéfica no organismo, uma vez que, sua atividade antioxidante
apresenta funcéo protetora e sua atividade biologica atua tratamento de doencas degenerativas
mediadas por estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006). A atividade bioldgica
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dos flavonoides e de seus metabolitos é mediada através da sua estrutura quimica e dos
substituintes da molécula, devido as altera¢cBes ocorrem na sua estrutura basica da molécula,
tais como, glicosilacdo, esterificacdo, amidacéo, hidroxilacdo, que modulam a polaridade,
toxicidade e direcionamento intracelular destes compostos.

Dentre o grupo dos flavondides, as antocianinas sdo 0os compostos mais estudados pela
literatura. E um grupo de pigmentos naturais hidrossolGveis, amplamente distribuidos no
reino vegetal, encontrados em diversas frutas como o mirtilo, a amora, 0 morango, a
framboesa, o jamel&o, a jabuticaba, a uva, entre outras frutas (WANG; LIN, 2000; CONNOR
et al, 2002; VIZZOTTO; PEREIRA, 2008).

2.7. ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo metabodlitos secundarios sintetizados por plantas e séo
pertencentes a classe dos flavonoides. Compde o maior grupo de pimentos sollveis em agua
do reino vegetal e sdo responsaveis pela coloracdo do vermelho ao azul exibida por flores e
frutos e sdo encontradas em maior quantidade nas angiospermas (BRIDLE &

TIMBERLAKE, 1997). A figura 6, representa a estrutura quimica das antocianinas.

Figura 6. Estrutura quimica das antocianinas
Fonte: DE CASTRO & TEODORO, 2015.

A estrutura quimica bésica das antocianinas e baseada em uma estrutura policiclica de
quinze carbonos ligados aos grupos hidroxila OH-. Quando livres desses agucares sdo
chamadas de antocianidinas ou agliconas e as que ocorrem com maior frequéncia nos
alimentos (EIBOND et al., 2004).

Alguns estudos presentes na literatura, descrevem que as antocianinas sdo um potente
antioxidante comparado com antioxidantes classicos como butilato hidroxianisol, butilato

hidroxitolueno e alfa tocoferol (vitamina E). As antocianinas atuam como agente natural,
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quando adicionado a alimentos, além de conferir a coloracdo aos alimentos propicia a
prevencdo contra auto-oxidacdo e peroxidacdo de lipideos em sistemas bioldgicos.
(NARAYAN et al., 1999). Além de suas fun¢Ges como corantes naturais, as antocianinas tém
apresentado grandes efeitos bioldgicos multiplos com beneficios potenciais a satde humana
devido as suas atividades biologicas, que incluem propriedades antioxidante, anti-
inflamatorias, inibicdo da oxidacdo do LDL, diminuicdo dos riscos de doencas
cardiovasculares e de cancer(GARCIA-ALONSO et al., 2009; Xia et al., 2009; CHANG et
al., 2006; TOUFEKTSIAN et al., 2008).

2.8. FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é definida por 130 géneros e 5671 espécies de arvores e arbustos.
Estdo distribuidas em regibes tropicais e subtropicais da Australia, Asia e América
(GOVAERTS et al., 2008).

No Brasil, esta familia etsa representada por 26 géneros e 1.000 espécies. Os
principais géneros dessas familias sdo Eucalyptus (300 espécies), Malaleuca (100 espécies),
Eugenia (600 espécies), Myrcia (300 espécies), Syzygium (200 espécies) e Psidium (100
espécies), sendo consideradas uma das maiores familias da flora brasileira (REYNERTSON
et al., 2006; GODINHO et al., 2014).

As plantas desta familia, consistem em arvores ou arbustos e sdo caracterizados por
terem, folhas opostas simples e glandulas aromaticas. As flores sdo regulares, hermafroditas,
solitarias ou agregadas em floracdo e frutas normalmente presentes em forma de cépsula. Os
frutos apresentam principalmente coloracdo vermelha ao roxo, com bagas de 2-4 cm de
diametro. Nas regifes tropicais, estas espécies sdo frequentemente cultivadas em jardins
residenciais, terrenos agricolas de pequena escala, ou colhida-selvagem.

As diversas especies da familia Myrtaceae possuem grande importancia econémica
devido a sua utilizacdo em alimentos, sendo principalmente consumidos, in natura ou
utilizadas para fazer doces, sobremesas, vinhos, licores e vinagres. Para além da sua utilizacdo
como alimento, muitos destes frutos tém sido utilizados nas praticas de medicina tradicional,
devido ao seu importante potencial bioativo (REYNERTSON et al., 2006).

A tabela 5 mostra a composi¢do centesimal de trés frutas importantes da familia

Myrtaceae.
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Tabela 5. Composicéo centesimal dos frutos da familia myrtaceae.

Composicéo Centesimal Frutas

(g.100 g-1) Jabuticaba(*) Jamel@o(**) Jambo(***)

Carboidratos 15,03 11,63 4,02

Proteinas 1,65 1,89 0,67

Lipidios 1,06 0,62 0,15

Fibras 12,13 1,5 2,3

Cinzas 1,92 0,79 2,86

Umidade 34,04 83,59 11,4

Valor energético(Kcal) 58 47,64 52,8

Valores médios: (*)Asheri et al,2006; Taco, 2011; Lima et al., 2008; Leggati-Leite et al.,2012
(**) Pereira 2011;Taco, 2011; Lago et al,2006; (***)Taco, 2011; Cardoso, 1994; Morton
1987.

2.8.1. Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell) O. Berg)

A jabuticaba, pertence a familia Myrtaceae e ¢é oriunda da arvore frutifera
jabuticabeira. Sua distribuicdo ocorre naturalmente em areas tropicais do Brasil e é originaria
da Mata Atlantica, podendo ser encontrada desde o Estado do Pard, até o Rio Grande do Sul,
estando as maiores producdes desse fruto na regido Sudeste. Dentre as espécies atualmente
conhecidas, destacam-se a Myrciaria cauliflora (DC) Berg e a Myrciaria jabuticaba (Vell)
Berg, sendo conhecidas como jabuticaba sabard e jabuticaba paulista respectivamente
(LORENZI etal., 2006; DONADIO, 2000).

A jabuticabeira apresenta em torno de 3 a 6 metros de altura, sendo caracterizada
como uma arvore de tamanho médio, apresenta casca lisa e cor parda com aspecto manchado.
Suas folhas, sdo lanceoladas com comprimento de 3 a 7 cm. As flores possuem a tonalidade
branca, sdo aglomeradas entre o caule e os ramos e sdo formadas entre a primavera e o verao.
Os frutos sdo globosos, apresentam 2 a 3,5 cm de diametro e coloragdo de casca que variam
do vermelho ao preto, com uma polpa gelatinosa e esbranquicada, que é a0 mesmo tempo
doce e azedo e bastante saborosa. Os frutos tém geralmente apenas uma semente, mas podem
conter até quatro. A jabuticabeira da frutos em dois periodos ao longo do ano, entre agosto e
setembro e janeiro e fevereiro (RUFINO, 2008; ALEZANDRO et al., 2013).
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Figura 7. Jabuticabeira e seu fruto .

Fonte: Propriedade rural, 2012.

A jabuticaba é utilizada para vérios fins culinarios e medicinais. Geralmente, o fruto é
consumido in natura ou utilizado no preparo de geléias e licores. (LIMA et al., 2008).

Do ponto de vista nutricional, a literatura se refere a jabuticaba como um fruto que
apresenta baixa densidade calorica, (58 kcal/100g), fonte de carboidrato (15,3g/100g) e uma
das mais ricas fontes de vitamina C (10,5mg/100g), vitaminas do complexo B (principalmente
B2 e niacina), sais minerais como, célcio e fosforo. O fruto também apresenta um elevado
teor de fibras em sua composic¢éo (12,13g/100g) (TACO, 2011; DONADIO, 1983; MATTOS,
1983; BRUNINI et al., 2004). A casca da jabuticaba apresenta elevados teores de
antocianinas, acido elagico, rutina e quecetina, que apresentam atividades anticarcinogénicas
e antioxidantes (HAGIWARA et al., 2001; LEGATTI-LEITE et al., 2012; KONG et al.,
2003; PLAGEMANN et al., 2012; AURICCHIO et al., 2003; REYNERTSON et al., 2008).

Estudos recentes in vivo e in vitro, apontam os beneficios da ingesta de jabuticaba. A
suplementacdo com a casca de jabuticaba (1 e 2% na dieta), aumentou a capacidade
antioxidante 1,7 vezes pelo método TEAC e 1,3% pelo método ORAC (LEITE et al., 2011;).
Batista et al., (2013), em seu estudo com suplementacdo com a casca de jabuticaba e (1, 2 e
4% na dieta) verificou a diminuicdo do indice de peroxidagdo lipidica hepatica nos ratos
alimentados com 2% de casca de jabuticaba liofilizados. Leite-Legatti et al., (2012). Em seu
estudo, estudaram o extrato aquoso da casca de jabuticaba e verificaram alto efeito
antiproliferativo em diversas linhagens de cancer humano (LEGATTI-LEITE et al., 2012).
Em 2006, Reyneston e seus colaboradores (2006), avaliaram o composto jabuticabin, isolado
da fruta jabuticaba e demonstraram citotoxidade em relagéo a linhagem cancer de colon (HT-

29) e exibiu efeito antiproliferativo contra células de cancer de colon humano (HCT-116)(
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REYNESTON et al., 2006). Nesse sentido, observa-se a perspectiva de crescimento para
produtos a base de jabuticaba para a comercializagdo e utilizacdo pelas industrias alimenticia,
de cosméticos e farmacéutica (APEL et al., 2006; SASSO et al., 2010).

2.8.2. Jamelao(Syzygium cumini (L.) Skeels')

O Jameldo é uma planta pertencente a familia Myrtaceae, botanicamente classificada
como Eugenia jambolana e posteriormente, reclassificada, como Syzygium cumini
(SRIVASTAVA et al., 2013). E originaria da Indonésia e India, podendo ser cultivada em
varios paises, pois se adapta muito bem em diferentes tipos de solo e clima. No Brasil, é
cultivada como éarvore ornamental e de sombra em areas litoraneas, sendo comumente
encontrados na regido Nordeste. Sua arvore é de grande porte, apresentando entre 15 a 20 m,
frondosa, com copa densa. A folhagem possui coloracdo esverdeada e aspecto lustroso. Suas
flores sdo hermafroditas e dominadas pelos estames de coloracdo branca a creme e ficam
dispostas em grandes quantidades em rancemos axilares ramificados (AYYANAR &
SUBASH-BABU, 2012). Os frutos, que sdo pequenos e ovoides, que sdo roxos quando
maduros, sua pele é fina, lustrosa e aderente. Sua polpa, também roxa, é carnosa, suculenta e
envolve um carogo Unico e grande (SRIDHAR et al., 2005). O sabor é suave, sem aroma
caracteristico, apesar de um pouco adstringente, é agradavel ao paladar, e a cor apresenta
grande impacto visual. A frutificacdo em territorio brasileiro ocorre no periodo de janeiro a
maio (LORENZI, 2006).

T Y

Figura 8. Jameldo (Syzygium cumini)
Fonte: Frutas exdticas, 2015.
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O fruto é geralmente consumido in natura, porém pode ser processado na forma de
compotas, licores, vinhos, vinagre, geléias, geleiadas, tortas, doces, entre outras (DONADIO,
2007). Do ponto de vista nutricional, o jameldo é um fruto que apresenta baixo contetdo
energético, (51 kcal/100g), alto teor de carboidrato, (11,3 g/100g) como mostra a tabela 5,
sendo considerado uma excelente fonte de vitamina C (27,1 mg/100g) e de fdsforo (4
mg/100g) e baixo teor de fibras (1,5g /100g). (LAGO et al, 2006;VIZZOTTO et al., 2009;
TACO, 2011.)

Segundo S4, (2008), os componentes mais importantes presentes na composicdo do
jameldo sdo: a &gua, pigmentos antociénicos, vitaminas, minerais e outros componentes como
0 &cido elédgico e o acido galico. Esses componentes, denominados compostos bioativos,
apresentam propriedades anti-diarreico, anti-bacteriana e atividades anti-inflamatdrias (SA,
2008; SRIDHAR et al., 2005; CHANDRASEKARAN et al., 2004;WANG et al., 2008;RAVI
etal., 2004).

Alguns estudos presentes na literatura, reportaram o efeito dos extratos de jameldo:
Shidrar, et al. (2005), realizaram um estudo in vivo, utilizando p6 de sementes de jameldo, em
ratos wistar diabéticos, nas concentracdes (250 , 500, 100 mg/Kg), verificou a reducdo da
glicemia de jejum na concentracdo de 500mg/Kg, mostrando efeitos anti-diabéticos, podendo
atuar no tratamento complementar da diabetes tipo 1 e 2 (SHIDAR et al.,2005); Grover et al.
(2002), utilizaram em seu estudo, a administracdo oral do extrato da polpa do fruto de jamel&o
em ratos, que mostrou efeito hipoglicémico em 30 minutos, possivelmente mediado pela
secrecdo de insulina (GROVER et al., 2002). Estudos mostram que o extrato das sementes de
jameldo reduz danos no tecido cerebral em ratos diabéticos (PRINCE et al., 2004).

Li et al. (2009), avaliaram extratos de jameldo que mostraram efeito anti apoptotico
conta a linhagem de céncer de mama humano (MCF-7, MDA-MB-231, MCF-7aro) e

citotoxidade em relacdo a linhagem de cancer de mama humano (MCF-10?).

2.8.3. Jambo (Syzygium malaccense (L.) Merr. & LM Perry)

O jambo (Syzygium malaccensis) € originario da arvore frutifera, jambeiro, que
pertencente a familia Myrtaceae. Apesar de originaria da Asia, é encontrado facilmente no
Brasil nas regides Norte, Nordeste e nas regides quentes do Sudeste onde é cultivado tanto
como fruteira quanto como planta ornamental (VIERA, 2004; OLIVEIRA, 2005).

O jambeiro possui tronco reto, copa densa com forma piramidal, podendo alcangar
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vinte metros de altura. As folhas sdo verde escuras e brilhantes na parte superior e verde
opaca na parte inferior, medindo de 20 a 22 cm de comprimento. Suas flores apresentam
coloracdo rosea. Os frutos do jambeiro sdo piriformes, carnosos, do tipo bacdide, sua polpa é

esbranquicada, suculenta, e com sabor pouco adocicado. Possui apenas uma semente e exalam

aroma de rosas, persistente e bastante agradavel ao olfato. A época de colheita ocorre de
janeiro a maio (DONADIO et al., 1998; FALCAO et al., 2002; WHISTLER, ELEVITCH,
2006; IKARAM, 2009).

Figura 9. Jambo vermelho (Syzygium malaccensis)
Fonte: A planta da vez, 2016.

O jambo é comumente consumido in natura ou utilizados como matéria-prima para
varios outros produtos como doces, geleias, polpa congelada, sucos, néctares e sorvetes,
podendo ainda haver aproveitamento das cascas para obtencdo de farinhas utilizadas no
enriquecimento da alimentacdo ou na obtencédo de corantes naturais.

Em relagdo aos aspectos nutricionais, o fruto do jambeiro, apresenta baixo teor
energético, (27Kcal/100g), contem alto teor de carboidratos (4,02 g/100g), elevada acidez e
altas concentragdes de acido ascérbico (27,1 mg/100g), antocianinas e fibras (2,3g/1009)
(TACO,2011; MORTON 1987; FALCAO et al, 2002). O pigmento natural presente na casca
do jambo, representa, seu alto teor de antocianinas, (CHANDRASEKARAN et al., 2004;
VIEIRA et al., 2004; ORTIZ et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2006; ZAMBELLI et al., 20086;
OLIVEIRA,2012). Estes compostos presentes na casca do jambo, estdo relacionados a sua
atividade antioxidante e sdo responsaveis pelos efeitos terapéuticos incluem a reducdo do

risco de desenvolvimento de doenca cardiaca coronéria, efeitos anticancerigenicos, anti-
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inflamatorio,anti-diabético, melhora da acuidade visual e cognitiva comportamento, estes
efeitos relacionados com a sua antioxidante atividade (ORTIZ et al., 2011).

A literatura reporta alguns estudos que avaliaram extratos de diferentes partes do
jambo: Em 1998, Guerrero & Guzman, em seu estudo, avaliaram 19 extratos de diferentes
espécies de Myrtaceae sobre o metabolismo das purinas, em relacdo a inibicdo da enzima
xantina oxidase. Os extratos obtidos de S. malaccense na concentragdo de 51pug, apresentaram
64 % de inibicdo da atividade enzimatica (GUERRERO & GUZMAN, 1998). Oliveira e seus
colaboradores (2006), estudaram a atividade inibitéria de extratos da casca, da folha e do
caule de S. malaccense sobre o vetor da dengue e o hospedeiro intermediario da
esquistossomose. Estes pesquisadores demonstraram que 0s extratos etanolicos da casca do
caule e das folhas eram inativos em relacdo as larvas de Aedes aegypt. Porém, os extratos se
mostraram letais para os caramujos adultos da espécie Biomphalaria glabrata (OLIVEIRA et
al, 2006).

A alta atividade antioxidante do composto bioativo, mircitina, foi avaliada no estudo
de (ARUMUGAM et al., 2014). Este composto, presente no extrato de folha de jambo
atuando no tratamento da diabetes mellitus, funcionando como um adjuvante natural no
controle da doenga. Em seu estudo em 2014, Rabeta e seus colaboradores, evidenciaram, a
viabilidade antiproliferativa do extrato de jambo e suas propriedades anticarcinogenicas
contra a linhagem de cancer de mama humano (MCF-7)(RABETA et al.,2014).

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante e caracterizar e investigar a influéncia dos extratos
de jabuticaba, jambo e jamel&o sobre a linhagem de adenocarcinoma de colon humano (HT-
29).
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

=  Determinar o teor de compostos fendlicos totais dos extratos de jabuticaba, jameldo e

jambo;
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= Caracterizar o perfil de antocianinas em extratos de jabuticaba, jamel&o e jambo;

=  Determinar a atividade antioxidante de jabuticaba, jamel&o e jambo;

= Avaliar o efeito dos extratos de jabuticaba, jameldo e jambo; sobre a proliferacao e
viabilidade celular e células da linhagem HT-29;

=  Avaliar o efeito dos extratos de jabuticaba, jameldo e jambo em funcdo do tempo de
24 horas de incubacdo, da concentragdo, sobre a viabilidade celular de linhagem de
celulas HT-29;

=  Avaliar os efeitos dos extratos de jabuticaba, jameldo e jambo sobre o ciclo celular e

apoptose em culturas de células da linhagem HT-29.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRAS

Para elaboracdo dos extratos liofilizados das cascas desidratadas de jabuticaba (JB),
jameldo (JME) e jambo (JMB), as amostras de JME foram coletadas na regido de Guaratiba,
Rio de Janeiro, no periodo de fevereiro de 2013 e os frutos JMB e JB foram adquiridos no
mercado varejista da cidade do Rio de Janeiro (CEASA), no periodo de janeiro de 2013 e
novembro 2012 respectivamente. Para o preparo dos p6s desidratados das cascas de JB, IME
e JMB, as amostras de JMB e JME foram coletadas na regido da guaratiba, Rio de Janeiro no
periodo de janeiro e fevereiro de 2016 e as amostras de JB foram adquiridas diretamente com
o produtor em uma fazenda localizada em de na regido de Joaquim Egidio, Campinas — S&o

Paulo, no periodo de fevereiro de 2015.

4.1.1. Secagem, desidratacdo e preparo dos pds das cascas desidratadas de jabuticaba, jameldo
e jambo.

Para realizar o processo de secagem, as amostras foram previamente higienizadas com
solugdo de 1% de hipoclorito e descascadas manualmente. Em seguida as cascas dos trés
frutos foram acondicionadas no secador de frutas desenvolvido pela Embrapa Agroindustria
de Alimentos. A desidratacdo dos frutos ocorreu pelo processo de secagem convectiva e este

processo de secagem foi conduzido a 60°C por 20h e velocidade do ar de 1m/s.
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Posteriormente as cascas desidratadas foram colocadas no moinho (Laboratory mil 3600),
com auxilio de uma colher previamente higienizada, para que as cascas pudessem ser
reduzidas a particulas menores. Para este processo, foi utilizado a granulometria 0. Em
seguida, as cascas previamente moidas foram transferidas para o Moinho de Martelo
(Laboratory Mill 3100). Ap6s o processo de moagem, poé obtido, foi transferido para uma
embalagem laminado de fechamento hermético, para evitar a absor¢cdo de umidade e a

exposicao a luz, para que fosse garantido a conservacgdo das amostras.

4.1.2. Preparo do extrato aquoso liofilizado dos p6s das cascas desidratadas de jabuticaba,

jameldo e jambo.

Para o preparo do extrato aquoso liofilizado, pesou-se 2,59 das amostras (cascas
desidratadas de JB, JME,JMB) em um bécher e em seguida, foi adicionado 10 ml da solucéo
extratora (5 ml de metanol 50 + 5 ml de acetona 70%). Apds 15 minutos de repouso, a
solucdo foi colocada no ultrassom (Brandon 2210) no periodo de 30 minutos. O residuo foi
coletado para duas novas extratacbes. A solucdo foi filtrada e avolumada em um baldo
volumeétrico de vidro de 50 ml. Apés a extracdo, os extratos foram congelados em tubos
falcon de 50 ml de 50 ml no freezer - 18 graus e em seguida foram liofilizadas em um
liofilizador (LIOTOP 100) por 24 horas. As amostras liofilizadas foram armazenadas no

préprio tubo falcon no freezer a -18 graus.

4.2. DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A andlise de fenolicos totais foi realizada de acordo com o ensaio de Folin-Ciocalteu,
Singleton, et al. (1965). As aliquotas dos extratos liofilizados das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB e dos pds das cascas desidratadas de JB, JME e JMB (250, 500 e 1000 pL) foram
pipetadas e ficaram ao abrigo da luz por duas horas e ap06s esse periodo, foi realizada leitura
em espectrofotdbmetro na absorbancia de 750nm. Os resultados foram comparados com a

reacdo do padrdo acido galico e expresso em mg de acido galico (GAE)/100g de amostra.

4.3. ANALISE DE ANTOCIANINAS

Para a analise das antocianinas pesou-se 0,01g das amostras e foi acrescentado 10 mL

da solucdo extratora (metanol/acido formico 90:10 v/v). As amostras foram agitadas com

45



solucdo extratora no periodo de 1 minuto. Em seguida, as amostras foram colocadas em
ultrassom (Brandon 2210) por 30 minutos, com posterior centrifugacéo na centrifuga hettich
zentrifugen ® com a velocidade de 3 mil rpm com duragdo de 10 minutos até descoloracéo da
solucdo. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e transferido para um baldo volumétrico de
10 ml, avolumado com a solucdo extratora de metanol e acido férmico e transferido para um
ependorff o volume de 2 mL. Posteriormente realizou-se o processo de centrifugagdo na
centrifuga hettich zentrifugen, com duracdo de 5 minutos com velocidade de 1400 rpm. Foi
retirado a aliquota de 1 mL e realizado o processo de secagem do extrato em ar comprimido,
que foi posteriormente resuspendido em 200 pL de solucédo injetora. A anélise cromatografica
foi realizada segundo Santiago et al. (2010). No desenvolvimento da anélise cromatografica
foi utilizado um cromatdgrafo de alta eficiéncia Waters® Alliance 2695, detector de arranjo
de fotodiodos Waters® 2996, coluna Thermo® Scientific C18 BDS (100mm x 4,6mm;
2,4um) e modo de eluicdo gradiente com acetonitrila e acido férmico.

A quantificacdo das antocianinas foi feita por padronizacdo externa, a partir de padrdes

isolados no préprio laboratdrio o segundo Gouvéa et al. (2012).

4.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos liofilizados das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB e 0 p0s das cascas desidratadas de JB, JME e JMB, foi
avaliada através de quatro métodos distintos: método DPPH, método ABTS, capacidade ferri-

redutora (FRAP) e a capacidade de absorcéao de radical de oxigénio (ORAC).

4.4.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE SEQUESTRANTE DO RADICAL DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Williams et al., (1995). O DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical de hidrogénio para
tornar-se uma molécula diamagnética estavel e desta forma, é reduzido na presenca de um
antioxidante. Para avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos liofilizados das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB e 0 pds das cascas desidratadas de JB, JME e JMB, foram
adicionados para reacdo com o radical estdvel DPPH em uma solugdo de metanol. Na forma
de radical, o DPPH possui uma absorcao caracteristica a 515 nm, a qual desaparece ap0s a

reducdo pelo hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A redugdo do radical do
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DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm em 30 min de reacdo. Os
volumes de extrato utilizados foram de 300ul, 150ul, 60ul, 30ul no qual os dois Gltimos
foram 60l e 30l com uma diluicdo de 100ul para 900 ul de &gua. A atividade antioxidante
foi expressa de acordo com a equacéo descrita abaixo:

%AA =100 -{[(Absamostra — Absbranco) X 100] / Abs controle}

4.4.2 ANALISE DETEBMINAC;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO
METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP).

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com Rufino
et al. (2006). Este método baseia-se na quantificacdo da capacidade de reducdo do complexo
Fe (I1D)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe(ll)-TPTZ (cor azul escura) em meio acido,
reacao esta que é desencadeada pelo antioxidante presente na amostra. O método consistiu em
adicionar os seguintes volumes: 300ul, 150ul, 60ul, 30ul, 60ul e 30ul dos extratos
liofilizados das cascas desidratadas de JB, JME e JMB e dos p6s das cascas desidratadas JB,
JME e JMB e quantificar, em 2,7ml de reagente FRAP somado aos seguintes volumes 0 pl,
150 pl, 240 pl, 270 ul, 240 pl e 270 pl de agua destilada. Ap6s 30 min em banho maria é
efetuada a leitura de absorvancia a 595nm. A curva padréo foi produzida com uma solucdo de
sulfato ferroso e os resultados. Os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso por
grama de amostra. A curva padréo foi produzida com uma solugdo de sulfato ferroso com
quatro diluicGes diferentes (500; 1000; 1500 e 2000 puM).

4.4.3. ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELA CAPTURA DO
RADICAL ABTS«+

O método ABTS (&cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007), O radical ABTSe+ ¢ formado por uma
reacao quimica com persulfato de potassio em uma relagéo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez
formado, o radical ABTSe+ ¢ diluido em etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,70
(x 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas com trés diferentes volumes das
amostras dos extratos liofilizados das cascas desidratadas JB, JME e JMB e dos pos das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB, foram utilizadas de modo a restar um volume final de
3ml em cada leitura. As leituras foram realizadas em triplicata. Uma curva padrdo com

solucBes de Trolox e outra curva com &cido ascorbico foram produzidas. Os resultados foram
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expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em umol de trolox e umol de acido ascorbico por grama

de amostra.

4.4.4. ENSAIO ORAC

Este ensaio avalia a atividade antioxidante atraves da inibi¢cdo da oxidacdo, induzida
pelo radical peroxil, por transferéncia de &tomos de hidrogénio. Foi pesado 0,01g dos extratos
liofilizados das cascas desidratadas de JB, JME e JMB e dos p6s das cascas desidratadas de
JB, JME e JMB e avolumadas em um baldo volumétrico de 10 ml com tampdo fosfato. Para a
analise, 20 pL das amostras em diferentes concentragdes, (concentracdes de 1; 0,9; 0,8; 0,7;
0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2 e 0,1 mg/ml) foram adicionadas nos pogos com 80 L do tampéo fosfato
que foram adicionados a microplaca, todos em duplicata. Em todos os pocos, foi adicionado,
em seguida, 120 pL da solucdo de fluoresceina ¢ 60 uL de AAPH (2,2’-azinobis
(2amidinopropano) dihidrocloreto). A microplaca contendo as amostras, e o tampédo fosfato,
foram incubados por 3 horas a 37 °C. A leitura da fluoresceina foi realizada sob excitacdo a
485 nm e emissdo a 535 nm, com um espaco de 30s entre uma leitura e outra. A partir dos
dados de absorbancia em relacdo aos tempos obtidos, foi calculada a area abaixo da curva
(AUC). A atividade antioxidante do composto foi determinada atraves da diferenca entre a
area da amostra subtraida pela area do branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com
a adicdo da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Usando-se Trolox de concentracdes
conhecidas, uma curva padrdo foi gerada e a atividade antioxidante do composto foi
calculada. Todas as analises foram feitas em duplicata e os valores foram expressos em

pumoles equivalentes de Trolox/g.

4.5. CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano (HT-29) foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, Brasil). A cultura
de celulas HT-29 foi realizada em frascos préprios para cultura, em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1 % de penicilina e estreptomicina (PS),
2¢g/L tampado HEPES, pH 7,4, sob atmosfera com 5% de CO2 a 37°C. As células quando em

confluéncia de 70-80%, sofriam processo de tripsinizacdo, cerca de duas vezes por semana.
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Para cada experimento, as células foram semeadas em concentracdes que variavam de 2,0 x
10° a 4,0x10%células/cm?, em placas de 06 e 96 pocos, durante as analises de ciclo celular,
apoptose e viabilidade celular, respectivamente. Foi incluido um grupo controle para todas as
amostras analisadas, sendo tratadas somente com préprio meio, isento das amostras. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

4.6. ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERAC;AO CELULAR
4.6.1. Ensaio de MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio), conforme descrito por Mosmann (1983). Foram plaqueadas
2,0 x 10* células/poco em placas de 96 pocos que, 24 horas depois, foram incubadas com os
extratos liofilizados das cascas desidratadas de JB, JME e JMB e com 0s pds das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB em diferentes concentraces que variavam de 5 uM a 1000
UM. Apos 24 h de incubacdo, foram adicionados 10 pL de MTT (5¢/L) em cada pogo. O meio
foi, entdo, recolhido depois de 4 h de incubacgdo e 100 pL/poco de dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adicionados, a fim de dissolver o produto gerado. Por fim, a placa foi lida em leitor de
microplacas (BioRad 2550, USA) a 570nm. A taxa de inibicdo da proliferacdo celular (CPIR)
foi calculada com base na formula: CPIR = (1 — valor médio do grupo experimental / valor

médio do grupo controle) x 100%.

4.6.2. Quantificacgdo celular: cdmara de neubauer

Para a realizacdo dos experimentos de citotoxicidade, bem como para a manuten¢do
das células viaveis em estoque, foi estimado o numero de células viaveis com o uso do
corante azul de Trypan. O fundamento desse método baseia-se na observacdo de que células
viaveis sdo impermeaveis ao referido corante, ao passo que as células ndo viaveis apresentam
permeabilidade, devido a formagdo de poros na membrana, 0 que permite a penetracdo do
corante e assim as células ndo viaveis exibem coloracdo azul apds tratamento (KONOPKA et
al, 1996). Para a realizacdo do ensaio, as células foram plaqueadas e apés atingirem 50% de
confluéncia, em média 24 horas ap06s o plagueamento, o meio foi retirado e, entdo, adicionou
ao meio diferentes concentrag¢fes (100 puM e 1000 uM) dos pos das cascas desidratadas de JB,

JME e JMB. Posteriormente a essa etapa, , as células foram coletadas através de tripsinizagdo
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e adicionou-se a suspensdo de células o corante azul de trypan na proporcdo 1:3, sendo

contadas as células viaveis na camera de neubauer.

4.7. ENSAIO DE CICLO CELULAR

A anélise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de propidio. As
células foram ressuspendidas em 500 pL de solucdo fria de Vindelov (VINDELOV, 1977),
contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50 pg/mL iodeto de propidio (Sigma).
Apds incubacdo por 15 minutos, a suspensao celular foi analisada para conteudo de DNA em
citbmetro de fluxo (FACScalibur BD Biosciences), apos a aquisi¢cdo de 20000 eventos. As
proporcdes relativas de células com conteldo de DNA indicativo de apoptose (<2n), fase GO-
Gl (2n), fase S (fase> 2n mas <4n), e fase G2/M (4n) foram adquiridos e analisados
utilizando FlowJo. A percentagem de populacdo de células em uma fase especifica foi

estimada com FlowJo software de anélise versdo 1.2.

4.8. ENSAIO DE APOPTOSE

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a marcacdo com
anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As células foram
ressuspendidas em 400 pL de solucdo tampdo do kit Il de deteccdo de apoptose (BD
Pharmigen), 5 puL de anexina V FITC e 5 pL de iodeto de propidio por 15 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences), apds a aquisicdo de 20000 eventos e, os dados analisados em software FlowJo

software de analise versdo 1.2.
5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como médias = desvio padrdo de dois experimentos
independentes feitos em triplicata (n=6). Os dados experimentais obtidos foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIAC;AO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS
LIOFILIZADOS DAS CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB E DOS POS DAS
CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB.

Na analise do teor de compostos fendlicos totais, observou-se que os valores maiores
foram referentes as amostras de JB (Figura 10A e 10B) O valor médio apresentado pelo

extrato liofilizado da casca desidratada, de JB foi de 1190 + 9,48 mg em equivalente de acido

gélico/100g.
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Figura 10. Compostos fendlicos totais: (A) extratos liofilizados das cascas desidratadas de
JB, JME, JMB e (B) pos das cascas desidratadas de JB, JME, JMB extraidos por agua.
Resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes apresentam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (p <0,05).

A amostra de JME, apresentou valor médio de 618,72 £3 48 mg em equivalente de
acido galico/100g, enquanto que a amostra de JMB; exibiu 0 menor teor de compostos
fenolicos com valor médio de 137,43 £ 1,79 mg em equivalente de acido galico/100g. Em
relacdo aos pos das cascas desidratadas, a amostra de JB exibiu o valor médio de 2149,58 +
6,89 mg em equivalente de acido galico/100g. As amostras de JME e JMB, ndo apresentaram
diferenga significativa entre si (p<0,05), apresentando valor médio de 852,17 + 17,02 mg em
equivalente de &cido galico/100g e 775,09 + 6,35 mg em equivalente de acido galico/100g

respectivamente. Quando as duas amostras(extrato liofilizado x pé da casca desidratada),
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foram comparadas entre si, obsevou-se que as amostras apresentaram diferenca estatistica

significativa entre si (p<0,05).

6.2. QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS NOS EXTRATOS LIOFILIZADOS DAS
CASCAS DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB E DOS POS DAS CASCAS
DESIDRATADAS DE JB, JME, JMB.

A tabela 6 mostra o teor de antocianinas em diferentes amostras de JB, JME e JMB.
Inicialmente, ao avaliar o teor de antocianinas dos extratos liofilizados das cascas desidratadas
das amostras de JB, JME e JMB, constatou-se que o JME apresentou maior teor total de
antocianinas (231,03 mg/100g), além de maior variedade de antocianinas presentes na sua
composicdo, sendo a petunidina-3,5-O-diglicosideo a antocianina com maior valor (86,90
mg/100g).

Tabela 6. — Quantificacdo de antocianinas nos extratos liofilizados das cascas desidratadas de
JB, JME e JMB e nos po6s das cascas desidratadas de JB, JIME e JMB.

Antociani 1100 Extrato liofilizado P06 da casca desidratada
ntocianinas (mg /1000) B JME _JMB ___ JB JME _ JMB
Cianidina-3,5-0 diglicosideo - 9,75 8,46 - 11,18 11,37
Cianidina-3-O-glicosideo 171,39 - 61,87 789,48 - 144,68
Delfinidina-3-O-diglicosideo 9,30 - - 13,42 206,26 -
Delfinidina-3,5-O-glicosideo - 51,37 - - - -
Petunidina-3,5-O-diglicosideo - 86,9 - - 208,26 -
Malvidina-3,5-O-diglicosideo - 83,01 - - 149,50 -
Total 180,69 231,03 70,33 802,90 575,20 156,05

As amostras de JMB e JB apresentaram a cianidina-3-O-glicosideo como a
antocianina majoritaria em sua composi¢do com valores médios de, 171,39 mg/100 g e 61,87
mg/100g, respectivamente.

Ao analisar o teor de antocianinas presentes nos pos das cascas desidratadas de JB,
JME e JMB, verificou-se que a JB apresentou o maior teor total de antocianinas, com o valor
total de 802,9 mg/100g, onde a cianidina-3-O-glicosideo exibiu o maior resultado com valor
de 789,48 mg/100g, seguido do JME 575,2 mg/100g e de JMB 156,05 mg/100g. A figura
11A, 11B e 11C exibe os cromatogramas referentes a analise de quantificagdo de antocianinas

dos frutos da familia myrtaceae. Tanto o extratos liofilizados das cascas desidratadas e 0s pds
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das cascas desidratadas, apresentaram o mesmo perfil cromatogréfico, alterando apenas a

concentracéo das antocianinas (Anexo I).

6.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS LIOFILIZADOS DAS CASCAS
DESIDRATADAS DE JB, JME E JMB E DO POS DAS CASCAS DESIDRATADAS DE
JB, JIME E JMB.

A atividade antioxidante dos extratos liofilizados das cascas desidratadas de JB, JME e
JMB e dos po6s das cascas desidratadas de JB, JME e JMB foi avaliada por quatro diferentes
métodos (DPPH, ORAC, FRAP e ABTS).
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Figura 12. Atividade Antioxidante pelo método de DPPH (A) extratos liofilizados das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB e (B) po6s das cascas desidratadas de JB, JME e JMB,
extraidos por 4gua. Resultados estdo expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes
apresentam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way
ANOVA, com pods-teste de Tukey (*p <0,05).

Pelo método DPPH, a atividade antioxidante das frutasda familia myrateace em ambos
os extratos produzidos (liofilizado e pé da casca desidratada), revelaram que a JB apresentou
maior teor de redugdo do radical DPPH. No extrato liofilizado, o valor médio de redugdo do
DPPH da amostra de JB foi de 554+ 2,68 umol trolox/g, seguido do JME 378+ 1,07 pmol
trolox/g e JMB 100 + 1,43 pumol trolox/g (Figura 12A). Ja em relacdo ao po da casca
desidratada, os resultados evidenciaram que a JB apresentou reducdo do radical DPPH com
valor médio de 576 + 3,66 umol trolox/g, seguido do JME 382 +4,33 umol trolox/g e JIMB
161+0,22 pmol trolox/g. N&o houve diferenga significativa entre as amostras analisadas

(extrato liofilizado e p6 da casca desidratada).
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Ao avaliar a atividade antioxidante pelo método de FRAP constatou-se que
novamente, a amostra de JB apresentou maior atividade antioxidante em relagcdo as amostras
do extrato liofilizado das cascas desidratadas e apresentou a atividade antioxidante com valor
médio de 338,14 + 3,77umol de sulfato ferroso/ g, seguido do JME com valor médio de
154,74+ 9,85 pmol e IMB 119,03 * 4,49 pumol de sulfato ferroso/ g.
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Figura 13. Atividade Antioxidante pelo método de FRAP (A) extratos liofilizados das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB e (B) pés das cascas desidratadas de JB, JME e JMB,
extraidos por &gua. As analises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo. Letras diferentes apresentam diferenca significativa. Os
resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p
<0,05).

As amostras dos poOs das cascas desidratadas de JB e JME, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si p(>0,05), com valor médio de 688,42 £7, 61 pmol de sulfato
ferroso/ g e 702,42,42 £ 9,04 pmol de sulfato ferroso/ g, respectivamente. O JMB apresentou
valor médio de 610 = 3,09 umol de sulfato ferroso/ g. Ao comparar as amostras entre si
(extrato liofilizado e os pd da casca desidratada), verificou-se que existe diferenca
significativa entre elas p(>0,05).

Os resultados observados pelo método ABTS (Figura 14A), nos extratos liofilizados
das cascas desidratadas, resaltaram uma maior atividade antioxidante no extrato de JME pela
maior captura do radical ABTS, com valor médio de 1465 + 6,8 pumol trolox/g, seguido da JB

com valores médios de 934 + 0,5umol trolox/g.
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Figura 14. Atividade Antioxidante pelo método de ABTS. (A) extratos liofilizados das cascas
desidratadas de JB, JME e JMB e (B) pds das cascas desidratadas de JB, JME e JMB,
extraidos por agua. As analises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo. Letras diferentes apresentam diferenca significativa. Os
resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (*p
<0,05).

A amostra de JMB apresentou menor atividade antioxidante com valor médio de 374 +
0,7 umol trolox/g. O pé desidratado da casca de JB, apresentou o maior valor da captura do
radical ABTS, com valor médio de 1438,56+ 3,55 umol de trolox/g, seguido do JME com o
valor médio de 1038,50 + 7,22 umol de trolox/g e JMB com valor médio de 492,02 + 7,19
umol de trolox/g. Ao realizar a comparagdo das amostras entre si (extrato liofilizado e os po
da casca desidratada), verificou-se que existe diferenca significativa entre elas p(>0,05).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método de ORAC identificou que a JB
foi @ amostra com a maior atividade antioxidante em ambas as amostras, corroborando com os
resultando encontrados na analise de DPPH. O extrato liofilizado da casca desidratada de JB,
exibiu o valor médio de que 0 552,15 + 9,04 umol ET/g, seguido do JME, com valor médio
de 252,88 + 3,66.
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Figura 15. Atividade Antioxidante pelo método de ORAC. (A) extratos liofilizados das
cascas desidratadas de JB, JME e JMB e (B) pds das cascas desidratadas de JB, JME e JMB,
extraidos por &gua. As analises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo expressos
como média £ desvio padrdo. Letras diferentes apresentam diferenca significativa. Os
resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p
<0,05).

A amostra de JMB apresentou o valor médio de 158,37+ 24,45 umol ET/g. A amostra
da casca desidratada de JB, apresentou o valor médio de 883,34 + 4,96 umol ET/g, ja o JME
exibiu o valor médio de 610,23 + 4,80 umol ET/g, seguido do JMB com valor médio de
570,18 + 7,20 pmol ET/g. Ao comparar as amostras entre si (extrato liofilizado e os p6 da

casca desidratada), verificou-se que existe diferenca significativa entre elas p(>0,05).

6.4. VIABILIDADE CELULAR E PROLIFERACAO CELULAR

6.4.1. Ensaio de MTT

Para andlise de viabilidade celular, as células de adenocarcinoma de colon humano
(HT-29) foram incubadas com concentragcdes de 5 uM a 1000uM com as amostras de JB,
JME e JMB do extrato liofilizado e do pé da casca desidratadas de JB, JME e JMB e
analisadas 24 h depois do inicio da incubacéo.

Foi possivel notar o efeito inibitorio das amostras de JB, em relagdo a viabilidade
celular a partir da concentracdo de 5ug/mL (Figura 16A e 16B) ap6s 24 horas de tratamento.

O extrato liofilizado da casca desidratada de JB exibiu reducdo méxima de 45,86 % na
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concentragdo 1000pg/ mL com diferenca significativa (p <0,01) quando comparadas ao
controle. Em relacdo ao p6 da casca desidratada de JB, apds 24 horas de incubacéo,
constatou-se que as doses utilizadas foram capazes de promover uma reducdo maxima de
57,77% nas concentracfes de 1000 pg/mL, quando comparadas ao controle, com diferenca
significativa (p <0,01).

No extrato liofilizado da casca desidratada de JME, foi possivel observar que a
concentracdo inicial de 5 pg/mL ndo modificou o perfil de células viaveis quando comprados
ao controle. O extrato de JME exibiu uma reducdo maxima de 24,17% de viabilidade, na
concentracdo 1000 pg/mL quando comparado ao grupo de células ndo tratadas (controle),
com diferenca significativa de p <0,01 (Figura 16C). Para as células incubadas com o p6 da
casca desidratada de JME, a maior concentracdo (1000 pg/mL) foi capaz de promover uma
reducdo de 30 % no percentual de células viaveis, com diferenca significativa (p <0,001) em
relacdo ao controle (Figura 16D).

Quando as células da linhagem HT-29 foram incubadas com o extrato liofilizado da
casca desidratada de JMB, alteraram o perfil de crescimento das células viaveis quando
comparado ao controle em 16,08% na concentragdo maxima de 1000 pg/mL, ndo
apresentando diferenca estatistica em relacdo ao controle (Figura 16E). Ja as células da
linhagem HT-29, que foram incubadas com o p6 da casca desidratada de JMB, foi observada
uma reducdo significativa do percentual de células viaveis, com média de 37,57% na
concentragdo 1000 pg/mL, com diferenca significativa de p <0,05 em relacdo ao controle
(Figura 16F). Ao comparar as amostras entre si (extrato liofilizado e os pd da casca
desidratada), verificou-se que existe diferenca significativa entre elas p(>0,05).

A fim de verificar as amostras que apresentaram um maior percentual de inibicdo no
presente estudo, foi realizado um scrennig a partir da viabilidade apresentada nos resultados a
cima. Desta forma, as analises a seguir foram realizadas apenas com as amostras referentes
aos pos das cascas desidratadas de JB, JME e JMB, j& que estas apresentaram um maior
potencial antitumoral e se mostraram mais eficazes no controle da proliferacdo de células

tumorais.
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Figura 16. Efeito do (A) extrato liofilizado da casca desidratada de JB (B) p0 da casca
desidratada de JB, (C) extrato liofilizado da casca desidratada de JME (D) p6 da casca
desidratada de JME (E) extrato liofilizado da casca desidratada de JMB (F) p6 da casca
desidratada de JMB sobre a viabilidade celular da linhagem,HT-29 apds 24 horas de
tratamento. Foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (*p
<0,05;**p < 0,01,***p <0,001.
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6.4.2. Quantificacdo celular: cdmara de neubauer

Para analise de quantificacdo celular pela camara de neubauer, a fim de avaliar o
potencial inibitério do pé da casca desidratada de JB, JME e JMB, as células de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29) foram incubadas com concentragdes de 100 uM e
1000 uM do po da casca desidratada de JB, JME e JMB. As concentragdes utilizadas foram
estabelecidas a partir das concentragfes no ensaio de MTT que apresentaram reducdo da
viabilidade celular quando compraradas ao contre. Para este ensaio, os dados foram

analisados 24 h apos o inicio da incubacéo (Figural?).

CT

JB

JME

JMB

Barra de escala= 100 um

Figura 17. Efeito do p0 da casca desidratada de JB, JME e JMB na quantificacdo de células
(HT- 29), 24 horas apos a incubacdo. Diferencas significativas entre as células néo tratadas
(CT) e as incubadas nas concentracdes (100 uM e 1000 uM).

As células tratadas com os poOs das cascas desidratadas de JB, JME e JMB,
apresentaram percentual de redugdo da viabilidade celular na concentracdo de 100 uM com
diferenca significativa (p <0,05) quando comparados a células controle. Na concentracdo de
1000 uM as células tratadas com JB apresentaram o maior percentual de inibicdo (Figura 18).
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Figura 18. Efeitos p6 da casca desidratada de JB , JME e JMB sobre a viabilidade celular da
linhagem HT-29 apds 24 horas de tratamento. Células HT-29 visualizadas em microscopico
ndo tratadas (CT) e apds tratamento com duas concentra¢des (100 uM e1000 pM).

6.5. EFEITO DO PO DA CASCA DESIDRATADA DE JB, JME E JMB SOBRE A
PROGRESSAQO DO CICLO CELULAR.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do p6 da casca desidratada de JB, JME E JMB
as células em estudo foram incubadas com concentragdes de 500 uM e 1000 pM de cada
amostra, ja que estas concentragdes apresentaram um maior percentual de reducdo na analise
de MTT. Apds 24 horas as células em estudo foram analisadas nas diferentes fases do ciclo
celular.

Foi observado que a linhagem HT-29, quando incubadas com o JB, apresentou um
aumento no percentual de células na fase GO/G1 na concentracdo de 1000 uM (p <0,05),
seguido por um aumento no percentual de células na fase S em ambas concentracdes (Figura
19) mostrando diferenga significativa na concentragdo de 500 uM, quando comparadas ao
grupo controle. Foi possivel observar também uma diminuicdo no percentual de células
presentes na fase G2/M, 24 h apo6s a incubagdo de ambas concentragdes com JB (p<0,05). A
concentracdo de 500 uM de JB promoveu ainda aumento do percentual de células na fase S

(p<0,05), indicando assim efeito dose-dependente.
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Figura 19. Efeito do p6 da casca desidratada de JB sobre a progressdo do ciclo celular em
células HT-29 24 horas apds a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A
(CT), B (500 uM) e C (1000 uM). Os resultados quantitativos do efeito do pé da casca
desidratada de JB sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no grafico (D). Os resultados
sdo expressos com média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre as células nédo
tratadas (CT) e as tratadas (500 uM e 1000 uM) foram comparadas pelo teste One-way
ANOVA, com pds-teste de Tukey (*p <0,05).

Quando as células de HT-29 foram tratadas com JME, com a concentragéo de 500 uM,
foi possivel verificar que ndo houve alteracdo do percentual de células na fase GO/G1 quando
comparadas ao controle. Ja a concentracao de 1000 uM mostrou um aumento no percentual de
células na fase GO/G1l. Na fase S, ambas concentracGes apresentaram um aumento no
percentual de células na fase S, apresentando diferenca significativa quando comparadas ao

grupo de células ndo tratadas (controle)(*p <0,05) (Figura 20). Foi possivel observar também
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uma reducdo no percentual de células presentes na fase G2/M. em ambas concentra¢des, com
diferenca significativa, quando comparadas ao grupo controle (p <0,05).
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Figura 20. Efeito do p6 da casca desidratada de JME sobre a progressdo do ciclo celular em
células HT-29 24 horas ap0s a incubacdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A
(CT), B (500 uM) e C (1000 uM). Os resultados quantitativos do efeito do pé da casca
desidratada de JME sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no grafico (D). Os resultados
sdo expressos com média + desvio padrdo. Diferengas significativas entre as células néo
tratadas (CT) e as tratadas (500 uM e 1000 uM) foram comparadas pelo teste One-way
ANOVA, com pds-teste de Tukey (*p <0,05).

Apos incubar as células de HT-29 com JMB, nas concentracdes de 500 uM e 1000
uM, foi possivel verificar um aumento no percentual de células na fase GO/G1. Em relacdo a
fase S, a concentragcdo de 500 uM, ndo apresentou alteracdo no percentual de células em
relagdo ao grupo controle. J& a concentracdo de 1000 uM mostrou uma diminuicdo no
percentual de células na fase S (Figura 21) apresentando diferenca significativa entre a
concentracdo utilizada, quando comparadas as células ndo tratadas (controle). Foi possivel

observar também uma reducdo no percentual de células presentes na fase G2/M, em ambas
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concentragdes, 24 h apos a incubagdo. Onde as células que foram tratadas com JMB, com a
concentracdo de 1000 uM, apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo
controle (*p <0,05).
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Figura 21. Efeito do p6 da casca desidratada de JMB sobre a progressdo do ciclo celular em
células HT-29 24 horas apds a incubacao. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A
(CT), B (500 uM) e C (1000 uM). Os resultados quantitativos do efeito do pé da casca
desidratada de JMB sobre esta linhagem celular estéo ilustrados no grafico (D). Os resultados
sdo expressos com média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre as células nao
tratadas (CT) e as tratadas (500 puM e 1000 uM) foram comparadas pelo teste One-way
ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p <0,05).
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6.6. EFEITO DO PO DA CASCA DESIDRATADA DE JB, JME E JMB SOBRE A TAXA
DE APOPTOSE EM CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO (HT-
29).

O processo de apoptose é fundamental para a manutencdo do desenvolvimento dos
seres vivos, e consiste na via de morte celular para eliminar células defeituosas através da
ativacdo de enzimas que degradam o DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A
quantificacdo do numero de células em processo apoptético pode ser uma medida Util para
avaliar a cinética de células cancerosas. A alteracdo do equilibrio entre proliferacdo celular e
morte por apoptose tem sido associado a tumorogénese. Neste ensaio, as células em estudo
foram incubadas com p6 da casca desidratada de JB, JME e JMB, nas concentrag¢des (500 uM
(Figura 22).
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Figura 22. Efeito po da casca desidratada de JB, JME e JMB, sobre o processo de morte
programada em células HT-29 24 h apds a incubacdo. As andlises por citometria de fluxo do
grupo controle estdo ilustrada em JB , JME e JMB com as concentracdes 500 uM e 1000
uM.
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Apds a incubagdo com JB, nas concentragdes de 500 uM e 1000 puM, foi possivel
observar que em ambas as concentracfes apresentaram uma diminui¢cdo no percentual de
células viaveis e mostraram um aumento significativo no percentual de células em apoptose
inicial e uma reducdo no percentual de células em apoptose tardia, quando comparada as
células ndo tratadas (controle). (p<0,05). O percentual de células ndo-apoptoticas sofreu uma
reducdo significativa apds incubacdo com JAB em ambas as concentracdes quando
comparadas ao controle (p<0,05) .

Ao ser incubada com 500 uM e 1000 uM de JME, a linhagem celular HT-29
apresentou uma diminuicdo significativa (p<0,05) no percentual de células viaveis, quando
comparadas as células do grupo controle. Na concentracdo de 1000 uM houve um aumento
significativo (p<0,05) no percentual de células em apoptose inicial e uma diminui¢do no
percentual de células em apoptose tardia, quando comparadas as células nao tratadas
(controle) e um aumento de células ndo apoptoticas. Quando incubadas com 500 uM de JME,
as células apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no percentual de células em
apoptose tardia e uma reducdo no percentual de células ndo apoptéticas e em apoptose inicial
(Tabela 7).

Tabela 7. Efeito do p0 da casca desidratada de JB, JME, JMB (100 uM e 1000 uM) sobre o
processo de morte celular por apoptose nas células de adenocarcinoma de c6lon humano (HT-
29) 24 h apos a incubacdo. Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA,
com pos-teste de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna se diferem estatisticamente
(p<0,05).

C_é,lulgs Célula,s _néo Apo_p_tose Apoptose tardia
viavels apoptotlcas inicial
(AneF>)<I|_r;a V- (Anexina V-P1+) (Crl%(:_r;a (Anexina V+ Pl+)
JB CT 91,85+ 2,19° 4,04 +1,086°2 2,515+0,78°2 3,57+0,852
500 yM 89,52 + 0,472 2,62 +0,01° 6,88 +0,10° 0,61 +0,09°¢
1000 pM 90,9 + 3,002 1,77 +£1,145°¢ 5,25+ 2,72°¢ 1,03 +0,13°
JME CT 94,55 + 0,752 2,89+1,01° 2,31+0,31° 0,74+0,11°¢
500 uM 92,8 +2,00° 1,84 + 0,662 2,27 +0,23" 3,08 +1,092
1000 pM 91,00 +0,80° 5,45+ 1,01° 2,58 +0,222 0,98 +0,40°
JMB CT 95,05 + 1,252 2,34+1,56° 2,30+ 0,32° 0,92 + 0,29"
500 UM 89,60 +0,6° 6,60+ 1,01° 3,00+ 0,40° 0,82 +0,05°¢
1000 uM 91,95 +0,95° 3,97 +0,97° 2,80+ 0,862 1,27 +0,112
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Vinte e quatro horas ap6s a incubacdo com JMB, verificou-se que em ambas
concentragOes, apresentaram uma reducdo significativa no percentual de células vidveis.
(p<0,05). Contudo, a concentragao 500 uM, exibiu uma redugao significativa no percentual de
células em apoptose (inicial e tardia) e um aumento significativo no percentual de células ndo
apoptodticas, quando comparadas ao controle (p<0,05). J& a concentragdo de 1000 uM
apresentou um aumento significativo no percentual de células em apoptose (inicial e tardia) e

de células ndo apoptdticas, quando comparadas as células ndo tratadas (controle), (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho forneceu diversos dados que apontam o papel dos extratos ricos
em antocianinas obtidos a partir das frutas da familia myrtaceae na reducdo do risco de
desenvolvimento do cancer de colon e reto. A literatura cientifica associa extratos de frutas da
familia Myrtaceae ricos em antocianinas e seu importante papel na prevencao e no tratamento
de doengas crbnicas, como cancer (FRAUCHES et al, 2016; AQIL et al., 2012; LEITE-
LEGATTI et al., 2012; REYNERTSON et al., 2006). Esse papel pode ser atribuido a
atividade antioxidante pode reduzir os niveis de ROS em mamiferos e, assim, evitar danos no
DNA e mutacdes que impedem o inicio da progressdo tumoral (HOGAN et al., 2010 ;
ZHANG et al.,2008).

As primeiras andlises realizadas neste trabalho sdo referentes ao teor de compostos
fenolicos totais. Em ambas as amostras de JB, JME e JMB, (extrato liofilizado e pd da casca
desidratada), foram extraidas com agua. Segundo SHELEMBE et al. (2014), a maior parte
dos compostos fendlicos possuem caracteristicas polares, sendo, portanto, compativeis com o
extrator aquoso. Em um estudo feito por Rocha, et al. (2011), com as frutas uturuba e
mangaba obteve-se os valores médios de 25,19 e 40,79 mg de éacido galico/100g,
respectivamente. Desta forma, os dados obtidos neste trabalho, demonstram que as frutas
analisadas apresentam um maior potencial bioativo em todas as amostras de JB, JME e JMB.
Reynertson et al. (2008) encontraram em seu estudo ao avaliar extrato de jabuticaba,
encontraram o valor de 31.6 mg GAE/ 100g. Outro estudo feito com a fruta jameldo por
Arauljo (2014) mostrou valores médios de 102,9 mg equivalente de acido galico/100g. Ja
Brito et al. (2011), exibiu valor médio de 154,29 mg equivalente de acido galico/100g, ao
avaliar a casca de jambo, indicando que os valores de compostos fendlicos totais encontrados
nas frutas analisadas, sdo superiores a outras frutas descritas na literatura, com excecdo do
JMB.

Ao quantificar o teor de antocianinas, constatou-se que a casca de jabuticaba, o
jameldo e o jambo séo ricas em antocianinas, uma vez que sdao considerados frutos ricos em
antocianinas aqueles que apresentam mais do que 2 mg de antocianinas g-1 do fruto
(MACHEIX; FLEURIET; BILLOT, 1990). Portanto, sob esse aspecto, todos estes frutos vém
despertando a atencdo de produtores e consumidores em fungdo dos beneficios que
proporcionam ao organismo, devido a presenca de elevado teor de compostos fendlicos com
poder antioxidante (LAGO et al., 2006).

67



A quantificagdo média do valor total de antocianinas mostrada por Terci (2004), foi
de 314 mg/100g de casca para jabuticaba e de 386 mg/100g de casca para o jameléo
respectivamente. Augusta et al. (2010), encontraram o valor médio na casca de jambo 300,54
mg/100g de casca. Ao comparar o teor de antocianinas com outras frutas deste estudo, com
outros estudos presentes na literatura, verificamos que o estudo de Terci em 2004, exibiu o
valor médio de antocianinas totais de 227 mg/100g em amostras de casca de uva (TERCI,
2004) e 263 mg/100g de casca para o acai (BOBBIO et al., 2000). Estes valores foram
inferiores aos valores que foram exibidos neste trabalho em relacdo aos extratos liofilizados
das cascas desidratadas de JB, JME e JMB. Ja as amostras referentes ao pé da casca
desidratada, JB e JME se mostraram superiores quando comparadas aos outros resultados
presente na literatura, exceto a amostra do pé da casca desidratada de JMB.

Existe uma grande dificuldade de comparacdo entre dados experimentais referentes a
atividade antioxidante, aferida por diferentes métodos, ja que as metodologias para analise da
atividade antioxidante baseiam-se em diferentes fundamentos. Soma-se a isto, ainda, a
complexidade das reacbes envolvidas na atividade antioxidante. Portanto, é recomendada a
utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio utilizado isoladamente para
determinar a capacidade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total”
de uma amostra (HUANG, & PRIOR, 2005).

Neste estudo, a atividade antioxidante das diferentes amostras de JB, JME e JMB
foram analisadas por quatro diferentes métodos (DPPH, FRAP, ORAC e ABTS). Foi possivel
observar em neste trabalho, que as amostras de JB e JME (extrato liofilizado e do p6 da casca
desidratada) apresentaram maior atividade antioxidante em relacdo as amostras de JMB. Os
resultados encontrados para analise de DPPH, para as amostras de JB, se mostraram
superiores ao exibido no estudo de Leite-Legatti et al.(2012), que apresentaram o valor médio
de 45,35 umol trolox/g e por Reynertson et al. (2008), que mostrou valor médio de 19.4 umol
trolox/g. Rufino et al. (2010), apresentou valor de 1472 pmol trolox/g, se mostrando superior
ao deste trabalho (LEITE-LEGATTI et al., 2012; REYNERTSON et al., 2008; RUFINO et
al. 2010) As amostras de JME apresentaram maior atividade antioxidante quando compradas
aos estudos de Souza et al. (2015), que encontraram o valor de 5,67 umol trolox/g, de Luzia
et al. (2009), del118,66 pmol trolox/g (SOUZA et al., 2015; LUZIA et al.,, 2009). Ao
comparar os resultados obtidos das amostras de JMB com o trabalho de Arumugam et al.
(2014), que obteve o resultado de 16.65 pumol trolox/g e Augusta et al. (2013), de 22,64 umol
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trolox/g em suas analises, consta-se que as amostras deste trabalho apresentaram valores
superiores (ARUMUGAM et al. 2014; AUGUSTA et al., 2013).

Ao avaliar a atividade antioxidante pelo método de FRAP, Leite-Legatti et al. (2012),
exibiram o valor de 87,9 pumol de sulfato ferroso/ g para extrato de jabuticaba. Em estudo
feito por Palha et al. (2013), na determinagdo da atividade antioxidante total pelo método de
reducdo do ferro com dois cultivares de morango, constatou-se valores de reducéo de 93,42
pumol de sulfato ferroso/ g e 199,72 umol de sulfato ferroso/ g. Cazarin et al. (2014), em seu
estudo feito com maracuja obteve o valor médio de 36,56 pmol de sulfato ferroso/ g (LEITE-
LEGATTI etal., 2012; PALHA et al., 2013; CAZARIN et al., 2014).

Rufino et al. (2010), encontraram valores de ABTS de 317 pmol trolox/g. para
jabuticaba e 125 pmol trolox/g para jameldo. Kuskoski et al. (2006), com as frutas manga,
maracuja, polpa de uva e polpa de amora, obteve os seguintes valores 12,9 + 0,2, 0,9 + 0,2,
7,0 £ 0,3 e 4,3 £0,2 umol trolox/g, respectivamente. Em outro estudo realizado por Soares et
al. (2008), com casca de uva foi encontrado os valores médios de 17,10 + 1,24 pumol trolox/g
para fruta fresca e 89,22 + 6,46 umol trolox/g para fruta seca, indicando que estes valores, séo
inferiores aos encontrados no presente estudo (RUFINO et al., 2010; KUSKOSKI et al.,
2006; SOARES et al., 2008).

Pode-se observar nos dados presentes neste estudo, que as amostras de JB e JMB
apresentaram elevada atividade antioxidante em relacdo ao método de ORAC. Leite-Legatti et
al. (2012), encontraram o valor médio de 25,514.24 + 303 umol ET/g para extrato liofilizado
de jabuticaba. Enquanto Souza et al. (2015), mostrou o valor médio de 112,31£12,56 pumol
ET/g para o jameldo. Alguns estudos presente na literatura que avaliaram outras frutas pelo
método de ORAC mostraram valores inferiores aos encontrados neste estudo para as amostras
de JB, JMB e JME. Dentre as frutas avaliadas, encontravam-se a amora preta (88,575 uM de
ET/g), framboesa (37,9875 uM de ET/g), o morango (32,265 uM de ET/g) (USDA, 2007) e
utilizada para producéo de vinho tinto (22, 94 uM de ET/g ) (USDA, 2007; LEITE-LEGATTI
etal., 2012; SALES et al., 2012; SOUZA et al., 2015).

As diferencas observadas em relacdo a atividade antioxidante das amostras das frutas
da familia myrtaceae e os diferentes métodos utilizados podem ser atribuidas & composicao
quimica de cada fruta, além das caracteristicas/especificidades de cada método (DAVALOS
et al., 2004).

Nesse sentido, os valores expostos por este trabalho foram superiores para as amostras

de JB e JME, em relagdo aos encontrados na literatura indicando alto potencial bioativo,
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comprovada por todos 0os métodos antioxidantes analisados, pela quantidade de compostos
fendlicos encontrada e principalmente pela concentragdo de cianidina-3-glicosideo e
delfinidina-3- glicosideo.

No presente trabalho, o efeito antiproliferativo das amostras de JB, JME e JMB sobre
a viabilidade de células de adenocarcinoma de célon humano (HT-29) foi investigada. De
acordo com resultados obtidos pelo ensaio de MTT, foi observada uma inibi¢do na viabilidade
celular a partir das menores doses de (5 pg/mL), com 24 horas de tratamento. O presente
estudo, também avaliou a viabilidade usando o azul de trypan, e foi possivel observar que as
amostras do po da casca desidratado de JB, JIME e JMB apresentaram potencial inibitério com
24 horas de tratamento na linhagem HT-29.

Reyneston et al. (2006), mostraram um composto jabuticabin, formado a partir da
condensacdo do grupo carboxil dos compostos fenolicos, extraido de M. cauliflora. Este
composto, apresentou efeitos anti-proliferativos contra HT-29 (ICsp = 65 MM) ¢ HCT116
(ICs0 = 30 uM) linhas de colon (REYNESTON et al., 2006). Um estudo de 2012 analisou a
acao anti-proliferativa de jabuticaba em 11 linhagens tumorais diferentes e concluiu que a
fracdo polar do extrato de cascas teve maior atividade em células leucémicas, e a fracdo
apolar teve maior acdo em células PC-3 de cancer de prostata (LEITE-LEGATTI et al., 2012).
Wang et al. (2014) , avaliaram o efeito do extrato aquoso de diferentes partes da jabuticaba na
linhagem celular de céncer oral (HSC-3). Os extratos de aquosos da semente de jabuticaba
exibiram importantes efeitos anti-proliferativos, com o valor de ICsy de 15 pg/mL (WANG et
al. (2014).

Em relacdo ao JME, Aqil et al. (2012), relataram a inibic&o da proliferacdo celular em
extratos de jameldo sobre a linhagem humana de cancer de pulméo (A549). O extrato
hidrolisado da polpa de jameldo apresentou forte atividade anti-proliferativa com um valor
ICsp de 59 + 4 ug/ mL. J& o extrato hidrolizado de sementes apresentou maior (ICso = 38 £ 3
pug / mL) (AQIL et al. 2012).

Li et al. (2009), investigaram o efeito antiproliferativo do extrato de jamel&o sobre a
linhagem de céncer de mama dependente de estrogénio/aromatase positiva (MCF-7aro),
células de cancer de mama independente de estrogénio (MDA-MB-231) e em um cancer nao-
tumorigénico (MCF-10A). Os extratos de jameldo, mostraram mais efeitos sobre a linhagem
MCF-7aro (IC50=27 ug/mL), seguido por MDAMB-231 (IC5,=40 pg/mL) e exibiu leves
efeitos anti-proliferativos contra a linhagem MCF-10A (IC5,>100 pug/mL) (LI et al., 2009).

Charepalli et al. (2016), realizou um estudo sobre o efeito anti-proliferativo de extratos de
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jamel&o sobre a linhagem de céancer de colon (HCT-116). O extrato de jameldo apresentou
reducdo de aproximadamente 50 % em relagdo as células vidveis nas em ambas concentragdes
utilizadas ( 30 pg/ml e 40 pg/mL)(CHAREPALLLI et al., 2016).

A eficacia dos extratos de jambo (Syzygium cumini) sobre céancer de pele em
camundongos, foram descritos por Pamar et al. (2011), a inibicdo de Incidéncia de tumores
pelo extrato hidroalcodlico da semente de S. cumini foi avaliada em camundongos em duas
fases do carcinoma de pele. O extrato mostrou a reducao de 37,5, 50 e 25%, respectivamente,
em comparacdo com o as células de controle (PAMAR et al., 2011). Rabeta et al. (2013),
avaliaram a agdo de extratos metanolicos de jambo e encontraram um efeito antiproliferativo
significativo com 79% de células viabilidade na linhagem de cancer de mama MCF-7 (ICso=
632,3 ug / mL) (RABETA et al., 2013). Além disso, Wongwattanasathien et al. (2010),
também mostraram efeitos antiproliferativos do jambo sobre a linhagem de células MCF-7
(WONGWATTANASATHIEN et al.,2010).

Os dados obtidos neste trabalho atraves do ensaio de MTT corroboram com os dados
obtidos através da quantificacdo celular pela camara de neubauer, onde as amostras de JB,
JME e JME apresentaram a seguinte ordem na reducdo da viabilidade celular: JB>JME>
JMB. Desta forma, os dados presente na literatura cientifica e neste estudo sugerem que o JB,
JME e o JMB possam desempenhar um papel de agente inibidor da viabilidade celular e
preventivo na proliferacdo de células de cancer de c6lon humano.

A desregulacdo no controle do ciclo celular é um aspecto fundamental no
desenvolvimento do céancer. As células normais apenas proliferam em resposta ao
desenvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose que indicam um requisito para o
crescimento do tecido, enquanto que a proliferacdo das células cancerosas procede essencialmente
sem controle. Isto indica que as células cancerosas proliferam devido a presenca de defeitos de
sinaliza¢do internos e/ou externos. Sabe-se que as células cancerosas perdem a capacidade de
regular seu ciclo celular e, assim, controlar a sua taxa de proliferacdo. Um passo limitante no ciclo
celular, que muitas vezes nao é regulada no cancer, é a progressao de células na primeira fase
(G1) do ciclo para a fase S. Falhas no processo da regulagdo do ciclo celular podem levar uma
proliferacdo maior de células cancerosas, enquanto que esforgos realizados para corrigir este
problema, levam a um retardo no crescimento e inducdo da morte celular (NAKAYAMA et al.,
2006; BOROJEVIC et al., 2010).

A eficacia de um composto bioativo de alimento no controle do cancer pode ser
avaliada através da sua capacidade de bloquear o ciclo celular nas fases GO/G1 e G2/M,

reduzindo a proporc¢éo de células em fase S (YAO et al., 2011).
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Neste estudo, as células de HT-29, na analise ciclo celular revelaram que o pé da casca
desidratada de JB e de JMB aumentaram a propor¢do de células em fase sub GO/G1 e
reduziram o total de células presentes em G2/M, em 24 horas pos-tratamento. J& 0 p6 da casca
desidratada de JME diminuiu a proporcdo de células em fase sub GO/G1 e reduziu o total de
células presentes em G2/M. Estes dados sugerem uma parada de ciclo celular em fase GO/G1,
onde as células ficam impossibilitadas de chegarem & etapa de mitose e, se multiplicarem.
Com a parada do ciclo na fase GO/G1, presumiu-se que um menor nimero de células prossiga
no ciclo e, alcance as fase S e G2/M, ocasionando, consequentemente, a reducdo no
percentual de células observado nesta fase. A inibicdo da progressdo do ciclo celular esta
relacionado com o mecanismo antiproliferativo (SHIN et al., 2013). Neste sentido, 0s pés da
casca desidratada de JB, JME e JMB foram capazes de reduzir a viabilidade celular e
modificar o ciclo celular de adenocarcinoma colon humano HT-29.

O processo apoptético € fundamental para a manutencdo do desenvolvimento dos
seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas. Durante a
apoptose, a célula sofre alteracbes morfologicas como: a retracdo da célula, perda de
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina,
fragmentacdo internucleossémica do DNA e formacao dos corpos apoptoticos. Este processo
ocorre pela acdo de uma familia de cisteina proteases, as caspases, que sdao ativadas em
resposta a estimulos pré-apoptoticos. As caspases promovem apoptose por: (a) inducdo de
enzimas destrutivas, como DNases, (b) liberacdo de citocromo ¢ via Bcl-2 proteinas da
familia, e (c) destruicdo das principais proteinas estruturais e regulatorias (SLEE et al., 2001;
GRIVICICH et al., 2007).

A quantificacdo do numero de células mortas em processo apoptético pode ser uma
medida atil para avaliar os efeitos citotdxicos as células cancerosas. A alteracdo do equilibrio
entre proliferacdo celular e morte por apoptose tem sido associado a tumorogénese
(GRIVICICH et al., 2007).

A capacidade de um composto em inibir a proliferacdo de células cancerigenas é
muito desejavel. Neste trabalho foi possivel constatar que os pds das cascas desidratadas de
JB, JME e JMB demostraram promover morte por apoptose em células de adenocarcinoma
colon humano HT-29, quando comparado ao grupo controle, corroborando com os dados
presentes na literatura. Wang et al. (2014), , avaliaram o efeito do extrato aquoso de diferentes

partes da jabuticaba na linha celular de cancér oral (HSC-3). O extrato de aquoso da semente
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de jabuticaba na concentragdo de 50 pg/mL aumentou a taxa de apoptose, apresentando o
valor de para 57,1% em relacdo as células ndo tratadas (WANG et al., 2014).

No estudo desenvolvido por Charepalli et al. (2016), o extrato de jameldo nas
concentragdes 30 pug/mL ¢ 40ug/mL, foi capaz de induzir apoptose nas linhagens de cancer
de colon (HCT-116), apresentando aproximadamente 30 % de taxa de apoptose quando
comparadas com células ndo tratadas (controle), apds 24 horas de tratamento (CHAREPALLI
et al., 2016).

Barh & Viswanathan (2008), exibiram em sua pesquisa que 0 extrato da casca de
jambo induz a apoptose em linhagens de cancer cervical HeLa e SiHa apresentou uma taxa de
de apoptose de 20,5%para HelLa e 16,1% para SiHa, em relacdo as células ndo tratadas apds
48 horas de tratamento (BARH & VISWANATHAN, 2008).

A literatura cientifica reporta, em alguns estudos, que extratos de frutas ricas em
antocianinas podem prevenir o céncer através do seu efeito inibitério, da inibicdo da
proliferacdo celular, da inducdo da apoptose e da parada do ciclo celular (YUN et al., 2009;
AMES, 1993).

O efeito inibitorio das antocianinas na carcinogénese e do crescimento tumoral
ocorrem através de dois mecanismos principais: a modificacdo do status redox e pela
interferéncia das funcGes celulares bésicas (ciclo celular, apoptose, inflamacdo,angiogénese,
invasdo e metastase). A proliferacdo celular pode ser inibida pela capacidade das
antocianinas de bloquear alguns estagios do ciclo celular através das proteinas reguladoras do
ciclo celular (p53, p21, p27, ciclina D1, ciclina A). Os extractos ricos em antocianinas
induzem a apoptose por meio da liberagéo de citocromo C, da modulagéo de anticorpos anti-
proapoptdticos dependentes de caspases e pelo fator de necrose tumoral (TNF) (CHANG et
al., 2005; . REDDIVARI et al., 2007). Além disso, FENG et al. (2007), reportaram que 0
tratamento de células tumorais, com extratos ricos em antocianinas resultam em um acumulo
de ERO’S que por sua vez ocasionam uma apoptose subsequente, sugerindo que a via de
espeécies reativas de oxigénio caspase-independente é fundamental para a indugéo de apoptose
mediada pelo tratamento com antocianina.

Mediante aos dados apresentados neste trabalho, sugere-se que as amostras de JB,
JME e JMB (extrato liofilizado e pé da casca desidratda), podem desempenhar importante
papel na reducdo da viabilidade celular, na modulacdo do ciclo celular e, no controle da

progressdo tumoral, via indugdo da apoptose.
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8. CONCLUSAO

A literatura cientifica atual sobre JB, JME e JMB ainda é escassa sobre o papel destas
frutas como potentes antioxidantes, podendo ser utilizados na prevencdo de diversas doencas,
entre estas o cancer.

Os resultados obtidos revelaram que o po6 da casca desidratada de JB apresentou alto
teor de compostos fendlicos totais, elevada atividade antioxidante (DPPH, FRAP e ORAC) e
exibiu um maior potencial antiproliferativo quando comparadas as amostras de JME e JMB.

Os dados desse trabalho mostram que a JB, JME e JMB (na concentragdo 1000 uM),
promoveram um aumento no percentual de células na fase GO/G1 e da fase S e seguido de um
reducdo em ambas concentracdes na fase G2/M. Além disso, 0 JB promoveu um aumento do
percentual de células apoptoticas. Esta pesquisa mostrou que a JB apresentou o maior efeito
antiproliferativo, além de promover parada no ciclo celular e inducdo da apoptose.

Desta forma, o consumo de frutas da familia myrtaceae ricas em antocianinas, podem
contribuir para a promoc¢do a saude e para a reducdo de doencas degenerativas, como 0
cancer, quando utilizada como alimento funcional ou na suplementacéo de dietas. No entanto,
novos estudos sobre o potencial de toxicidade do p6 da casca desidratada de JB, JIME e JMB
devem ser feito antes de qualquer aplicacdo em larga escala, além de novos ensaios em
modelos animais e clinicos sobre a possivel protecdo das frutas da familia myrtaceae no
processo de tumorogénese, auxiliando a compreensdo de outros mecanismos ainda nao

elucidados por este trabalho.
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ANEXO I- PERFIL CROMATOGRAFICO DAS AMOSTRAS DE JB, JME E JMB

{ 11y
i . .
10 i
g 00 .
!
[fpr—————""= e e s JIL'I""“'"'_" - L A T et
R DM &M b0 UM uD up Y A G IR
i I Ings

Figura 12. Perfil cromatogréafico das amostras de JB (A) pico 1: delfinidina-3-O-glicosideo;
pico 2: cianidina-3-O-glicosideo, JME(B) pico 1: delfinidina-3,5-O-diglicosideo; pico 2:
cianidina-3,5-O-diglicosideo; pico 3: petunidina-3,5-O-diglicosideo; pico 4: malvidina-3,5-O-
diglicosideo e JMB (C) pico 1: cianidina-3,5-O-diglicosideo; pico 2: cianidina-3-O-glicosideo
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