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RESUMO

ARAUJO, Laura Costa Alves. [Tese]. Universidade Federal da Grande Dourados, abril
de 2020. Frutos do Bioma Cerrado: Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro e
efeitos in vivo em modelo experimental Caenorhabditis elegans. Orientador: Prof. Dr.
Edson Lucas dos Santos.

No Bioma Cerrado sdo encontradas diversas espécies frutiferas que apresentam uma
variedade de compostos bioativos considerados excelentes fontes de antioxidantes
naturais com importantes propriedades benéficas a saide humana. Este estudo teve
como objetivos caracterizar e identificar constituintes quimicos presentes nos frutos
nativos Campomanesia adamantium O. Berg. (Cambess.), Hancornia speciosa Gomes
e Caryocar brasiliense Cambess. Além disso, propomos investigar o potencial
antioxidante in vitro dos frutos e seus efeitos bioldgicos em Caenorhabditis elegans. Os
principais constituintes quimicos identificados pertenceram as classes dos compostos
fendlicos, incluindo os é&cidos fendlicos e derivados, flavonoides, e ainda &cidos
organicos e acidos graxos. Além disso, quantificamos o acido ascérbico e pigmentos
lipofilicos, tais como, B-caroteno, licopeno e clorofilas. Na avaliacdo da atividade
antioxidante, os frutos promoveram a captura direta dos radicais DPPH" e ABTS'". Os
frutos ndo apresentaram toxicidade in vivo. Além disso, a exposicdo de nematoides aos
tratamentos com os frutos, promoveu protecdo contra 0s estresses térmico e oxidativo.
Adicionalmente, ocorreu efeito pré-longevidade em nematoides (N2) e atraso da
paralisia induzida em cepas transgénicas (CL2006) para Doenca de Alzheimer.
Demonstramos que os efeitos benéficos dos frutos podem estar associados a atividade
antioxidante, modulacdo da expressdo de enzimas antioxidantes (SOD-3 e GST-4) e
ativacdo do fator transcricional DAF-16. Em conclusdo, nosso estudo revela que os
frutos nativos do Cerrado apresentam compostos bioativos antioxidantes promotores de
efeitos benéficos in vivo. Por fim, este trabalho contribui para o desenvolvimento e
inovagdo de produtos naturais com propriedades funcionais e nutracéuticas advindos da

biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Guavira, Mangaba, Pequi, C. elegans, Estresse oxidativo,

Longevidade, Alzheimer, Produtos naturais



ABSTRACT

In the Brazilian Cerrado Biome are found several fruit species that present a variety of
bioactive compounds considered excellent sources of natural antioxidants with
important beneficial properties for human health. This study aimed to characterize and
identify chemical constituents present in the native fruits Campomanesia adamantium
O. Berg. (Cambess.), Hancornia speciosa Gomes and Caryocar brasiliense Cambess.
As well as investigating, the antioxidant potential in vitro and its biological effects on
Caenorhabditis elegans. In this study, we identified chemical constituents belonging to
the classes of phenolic compounds, including phenolic acids and derivatives,
flavonoids, as well as organic acids and fatty acids. In addition, we quantify ascorbic
acid and lipophilic pigments, such as B-carotene, lycopene and chlorophylls. In the
evaluation of antioxidant activity, the fruits acted in the capture of the free radical
DPPH" and discoloration of the ABTS' radical. The fruits did not present toxicity in
vivo. The beneficial protective effects were observed in nematodes exposed to thermal
and oxidative stress. In addition, there was a pro-longevity effect on nematodes (N2)
and delayed paralysis induced in transgenic strains (CL2006) for Alzheimer's Disease.
We demonstrated that the beneficial effects of fruits may be associated with antioxidant
activity, modulation of the expression of antioxidant enzymes (SOD-3 and GST-4) and
activation of the transcriptional factor DAF-16. In conclusion, our study reveals that
native fruits have antioxidant bioactive compounds that promote beneficial effects in
vivo. Finally, this work contributes to the development and innovation of natural
products with functional and nutraceutical properties resulting from Brazilian

biodiversity.

Keywords: Guavira, Mangaba, Pequi, Oxidative stress, Longevity, Alzheimer, Natural

products i
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior hotspot mundial de biodiversidade, reconhecido
como a Savana mais rica do mundo, abriga aproximadamente 12 mil espécies de plantas
nativas ja catalogadas das quais varias tém forte impacto cultural e econémico nas
comunidades locais (Peixoto et al., 2019). Destacam-se pela relevancia regional, as
espécies madeireiras, tintoriais, ornamentais, medicinais e alimenticias.

Os géneros alimenticios apresentam diferentes espécies que produzem frutos
comestiveis, com formas variadas, cores atrativas e sabor caracteristico (RODRIGUEZ,
2001). Dentre as principais espécies frutiferas nativas do Cerrado brasileiro, estdo a
Hancornia speciosa Gomes (mangaba), Alibertia edulis (A. Rich.) L. Rich.
(marmelinho), Salacia crassifolia Mart. Peyr. (bacupari), Annona crassiflora Mart.
(marolo), Mauritia flexuosa Linn. (buriti), Caryocar brasiliense Cambess (pequi),
Anacardium humile Mart. (cajuzinho), Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg.
(quavira), Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (jatobd), Dipteryx alata VVog. (baru)
e a Eugenia dysenterica Mart. ex DC. (cagaita). Os frutos produzidos por estas espécies
estdo disponiveis por um curto periodo do ano, e geralmente sdo pouco conhecidos pela
populagéo, o que dificulta a sua producao e comercializacao.

Diferentes técnicas de processamento séo aplicadas aos frutos, com objetivo de
garantir a preservacdo dos compostos bioativos, representando um importante recurso
para conservacdo e diversificacdo das maneiras de consumo, aumentando a estabilidade
fisico, quimica e microbiolégica. Assim estudos, cientificos que demonstrem a
preservacdo dos valores nutricional e funcional destes frutos, aliados a recursos
tecnoldgicos, podem aumentar o apelo mercadoldgico e o valor comercial dos mesmos.
Neste sentido, os frutos vém sendo utilizados pela inddstria como matérias primas para
0 desenvolvimento de suplementos alimentares funcionais e nutracéuticos. Os
suplementos alimentares tém recebido consideravel atencdo nos Ultimos anos, pois
quando incluidos na dieta na forma de suplemento nutricional apresentam propriedades
benéficas para salde (Borghi & Cicero, 2017). Os nutracéuticos sdo caracterizados
como um alimento ou parte de um alimento que apresenta além do valor nutricional,
propriedades medicinais, incluindo efeitos benéficos para a prevencgéo e/ou tratamento
de doencas. Tais produtos podem abranger desde os nutrientes isolados, suplementos
dietéticos na forma de capsulas e dietas, além de produtos herbais e alimentos
processados tais como cereais, sopas e bebidas (MORAES, 2006). Por sua vez, 0s
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alimentos funcionais apresentam propriedades benéficas além das nutricionais bésicas,
sendo apresentados na forma de alimentos comuns. S&o definidos como alimentos e
componentes alimentares que fornecem nutrientes essenciais, muitas vezes além das
quantidades necessarias para manutencao, crescimento, e desenvolvimento e/ou outros
compostos biologicamente ativos que conferem beneficios a saude ou efeitos
fisiologicos desejaveis (Sunkara, & Verghese, 2014).

Os frutos sdo considerados excelentes fontes de compostos que apresentam
propriedades antioxidantes, um grupo heterogéneo de moléculas que possuem
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, além de seus radicais intermediarios estaveis
impedirem a oxidacdo de moléculas no organismo (SOARES, 2002). Os beneficios
advindos do consumo de frutos podem ser atribuidos a presenca de minerais, fibras,
vitaminas, compostos fendlicos e flavonoides. A ingestdo didria de compostos
antioxidantes, estd intimamente relacionada a reducdo no risco de doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Heffron et al.,
2017; Perez-Cornago et al., 2017; Fernando et al., 2015; Williams (2015)).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, relacionada
com o envelhecimento e considerada a causa mais comum de deméncia em idosos. Os
principais sinais histopatologicos sdo a formagdo de extracelular de placas senis
compostas por agregados de peptideo f-amiloide (Ap) associadas a ions metalicos como
cobre, ferro ou zinco e a presenca de emaranhados neurofibrilares intracelulares
compostos por proteina Tau hiperfosforilada associadas aos microtubulos (Martins et
al., 2018 e Cheignon et al., 2017). Este cenario conduz a uma disfuncdo e perda de
sinapses e eventual morte neuronal, sendo o estresse oxidativo considerado “papel
chave” na patogénese e na progressdo da DA (Butterfield & Halliwell, 2019).

Estudos cientificos, utilizando o nematoide Caenorhabditis elegans como
modelo experimental, demonstraram que extratos ou compostos isolados de diferentes
frutos, entre eles, macd, acai, camu-camu, cranberry e guarana (Vayndorf et al., 2013;
Bonomo et al., 2014; Azevédo et al., 2015; Hong et al., 2016; Zamberlan et al., 2018),
sdo capazes de aumentar a expectativa de vida, promover da qualidade de vida, e
minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo no organismo, incluindo danos
associados as doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson.

O nematoide C. elegans é considerado um excelente modelo de experimentacao
in vivo e amplamente utilizado em pesquisas que investigam efeitos bioldgicos de
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diferentes compostos. Trata-se de um organismo multicelular, de curto ciclo de vida (21
dias), facil cultivo em condig¢des laboratoriais, com grande nimero de descendentes por
nematoide (300 ovos). Este nematoide apresenta elevada homologia genética com genes
humanos (60 a 80%), demonstrando uma forte conservacdo de mecanismos celulares
que envolvem patologias humanas, o que permite rapida identificacdo de compostos
com propriedades biologicas (Corsi et al., 2015). Estes sdo alguns dos fatores, que
tornam o nematoide C. elegans um modelo utilizado internacionalmente por varios
grupos de pesquisa para estudos sobre mecanismos moleculares envolvidos nos
processos de desenvolvimento, envelhecimento, longevidade.

Portanto, neste estudo inédito, buscamos investigar a atividade antioxidante in
vitro de trés frutos nativos do Bioma Cerrado, sendo eles, guavira (Campomanesia
adamantium O. Berg), mangaba (Hancornia speciosa Gomez) e o pequi (Caryocar
brasiliense Cambess). Bem como, avaliar os efeitos bioldgicos frente as condi¢des de
estresse oxidativo, longevidade e Doenca de Alzheimer no modelo experimental C.

elegans.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Frutos nativos do Bioma Cerrado

O Cerrado é o segundo maior Bioma da América do Sul, ocorre
predominantemente no Planalto Central do Brasil e ocupa aproximadamente 21% do
territorio nacional, correspondendo aproximadamente 2 milhdes de km? (Bonanomi et
al., 2019). O Cerrado possui uma grande diversidade de espécies frutiferas importantes
para sustentabilidade da fauna e flora, e também para a populacdo da regido. Uma das
caracteristicas marcantes do Cerrado é a adversidade climatica, definida por um grande
periodo de seca, aproximadamente dois a seis meses sem chuvas, seguido de periodo
com intensa pluviosidade, a qual favorece a abundancia e diversidade de plantas.
Devido a estas adversidades, a flora nativa desenvolve adaptacdes biologicas de
protecdo contra condigOes diversas de estresses, 0 que consequentemente evita a
extincdo de determinadas espécies (Rosa, 2013). Contudo, as condi¢cdes ambientais
adversas, contribuem para o desenvolvimento de mecanismos de defesa das plantas
contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos durante o processo evolutivo, e esta

associada a maior producéo de compostos bioativos (Batle-Bayer et al., 2010).



As espécies frutiferas do Cerrado apresentam grande quantidade e diversidade
de compostos bioativos, e estes podem ser benéficos para a saude humana,
representando potencial fonte de alimentos com propriedades funcionais a ser
incorporada na alimentacdo da populacdo, ou ainda, serem utilizados na industria
farmacéutica e de cosméticos (Rosa, 2013).

Dentre as espécies frutiferas nativas do Cerrado que sdo regularmente
consumidas pela populacdo da regido Centro-Oeste, destacam-se os frutos da guavira
(C. adamantium), mangaba (H. speciosa), pequi (C. brasiliense), araca (P. guinensse),
marolo (A. crassifolia) e o baru (D. alata). Diferentes partes vegetais de espécies
frutiferas do bioma Cerrado sdo utilizadas na medicina popular e descritas por suas
propriedades bioldgicas (Tabela 1). Businaro et al. (2017), sugeriram que as atividades
bioldgicas de um determinado alimento estdo associadas as interacBes bioquimicas
sinérgicas ou antagdnicas entre nutrientes, promovendo respostas fisioldgicas capazes
de modular o metabolismo em processos de estresse oxidativo e inflamacdo e,
consequentemente, atuar em vias de sinalizacdo minimizando a progressdo de doencas
neurodegenerativas, como a DA.

No levantamento bibliogréafico realizador por Baildo et al. (2015), sobre frutos
nativos do Bioma Cerrado, incluindo o pequi; baru; cagaita; pitanga; jenipapo;
mangaba; buriti; jabuticaba; goiaba; araca; lobeira; caja e o marolo, foram descritas
estruturas quimicas e o potencial farmacoldgico dos compostos funcionais. Os autores
relataram que estes frutos, apresentam uma gama de nutrientes, como fibras,
micronutrientes, vitaminas (E, A e C) e metabdlitos secundarios (taninos, fendis
simples, flavonoides e antocianinas).

Ainda que, sejam crescentes pesquisas cientificas sobre as propriedades
funcionais advindas do consumo de frutos nativos, sdo insuficientes os estudos que
identifiguem seus constituintes fitoquimicos e comprovem as atividades bioldgicas e

propriedades nutracéuticas.



Tabela 1. Estudos cientificos sobre o potencial bioldgico de espécies frutiferas do Bioma Cerrado.

Nome popular e Parte vegetal Atividade bioldgica Referéncia
cientifico
Frutos Antimicrobiana Cardoso et al., 2010
Polpa dos frutos Anti-inflamatdria e antinociceptiva Viscardi et al., 2017
Folhas Antioxidante e antimicrobiana Coutinho et al., 2009
Anti-inflamatoria e antinociceptiva Ferreira et al., 2013
Guavira (Campomanesia Cascas dos frutos Antidiarreica e anti-inflamatéria Lescano et al., 2016
adamantium O. Berg) Raiz Anti-inflamatdria, anti-hiperalgésica e antidepressiva Souza et al., 2017
Antioxidante e anti-hiperlipidémica
Raiz Antiproliferativa Espindola et al., 2016
Folha e raiz Campos et al., 2017



Continuacao Tabela 1

Nome popular e Parte vegetal Atividade bioldgica Referéncia
cientifico
Folhas Antissépticas e antimicrobiana Costa et al., 2008
Polpa do fruto Anti-inflamatéria Torres-Régo et al., 2016
Latex do tronco Gastroprotetora e cicatrizante De Mello Moraes et al., 2008
Osteogénica Dos Santos Neves et al., 2016
Mangaba Folhas Cicatrizante Geller et al., 2015

(Hancornia speciosa

Gomes)

Antidiabético

Anti-hipertensiva

Antioxidante, antimicrobiana e citotoxica

Antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatéria, anti-
doenca de Alzheimer e doenca anti-Parkinson,
antiobesidade e anti-hiperglicémica.

Pereira et al., 2015
Silva et al., 2016
Santos et al., 2016
Dos Santos et al., 2018




Continuacédo Tabela 1

Nome popular e Parte vegetal Atividade bioldgica Referéncia
cientifico
Polpa Antioxidante Roesler et al., 2008
Casca, polpa e semente do  Anti-inflamatéria Miranda-Vilela et al., 2009
Pequi fruto

(Caryocar brasiliense
Cambess)

Oleo do fruto
Oleo da polpa
Farinhas do fruto
Oleo de améndoa
Folhas
Folhas

Cardioprotetora
Anti-inflamatéria

Antioxidante

Antioxidante e anti-inflamatodria
Antimicrobiana e antioxidante

Anticolinesterasica e antioxidante

Oliveira et al., 2017
Roll et al., 2018

Ledo et al., 2017
Torres et al., 2016
Amaral et al., 2014

De Oliveira et al., 2018




2.1.1 Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg

A espécie Campomanesia adamantium pertence a familia Myrtaceae, é
conhecida popularmente como guavira, gabiroba, guabiroba, guariroba, guabiroba-do-
campo, guabiroba-do-Cerrado, guabiroba-do-lisa, guabiroba-branca (Vieira et al.,
2011). E uma espécie frutifera nativa de ampla distribuicio geografica, podendo ser
encontrada nos Estados de Goids, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até Santa
Catarina, chegando as regides adjacentes da Argentina, Paraguai e Uruguai (Durigan et
al., 2004). Apresenta frutificacdo anual, floresce por um curto periodo de tempo, de
agosto a setembro e o amadurecimento dos frutos acontece entre os meses de novembro
a dezembro (Ajalla et al., 2014) (Figura 1). Os frutos da guavira s&o suculentos, &cidos
e levemente adocicados e muito apreciados popularmente, sendo consumidos in natura,
e também utilizados para producdo de licores, sucos, geleias e sorvetes (Cardoso et al.,
2010). Apresentam potenciais para serem utilizados, na inddstria de alimentos, como
flavorizantes na producdo de bebidas, devido aos seus atributos sensoriais como:
elevada acidez, acido ascérbico (vitamina C), minerais, fibras alimentares e compostos
fenolicos, presentes em maior quantidade no éleo volatil dos frutos, e que Ihes conferem
o aroma citrico (Vallilo et al., 2006). Estudos anteriores avaliaram a composicao
proximal da polpa dos frutos da guavira conforme descritos na Tabela 2.

Figura 1. Espécime vegetal Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg. (Fonte:

Arquivo pessoal).



Tabela 2. Composi¢cdo proximal da polpa dos frutos da guavira (Campomanesia
adamantium).

Polpa in natura Polpa liofilizada
Componentes
(g. 100 g-)) Vallilo et al., Breda et al., Bredaet al.,

2006 2016 2016
Umidade 75,0 85,26 3,14
Proteinas 1,60 0,87 3,01
Lipideos N.D. 0,13 1,23
Carboidratos 11,6 12,26 31,94
Fibra alimentar total 0,90 0,53 1,56
Cinzas N.D. 0,28 2,00

N.D.: ndo determinado.

A utilizagdo de folhas e frutos na medicina popular s&o relatados por
apresentarem propriedades anti-inflamatoria, antidiarreica e no tratamento de doencas
urinarias (Vieira et al., 2011). Estudos cientificos utilizando diferentes extratos dos
frutos demonstraram atividades antimicrobianas (Pavan et al., 2009; Cardoso et al.,
2010), antioxidantes (Coutinho et al., 2010), antinociceptivas e anti-inflamatorias
(Ferreira et al., 2013), bem como atividades apoptéticas e antiproliferativas em células
de carcinoma humano (Fernandes et al., 2015). A polpa microencapsulada de C.
adamantium foi investigada quanto seus efeitos anti-inflamatorios e antinociceptivos em
camundongos (Viscardi et al., 2017). Porém, ainda sdo escassos o0s estudos sobre a
polpa do fruto e consequentemente insuficientes os estudos que elucidam mecanismos
de acdo e 0s compostos responsaveis por estas atividades em diferentes modelos
biolégicos. Diante do exposto, podemos observar o crescente interesse dos
pesquisadores em investigar esta espécie frutifera, considerada como promissora para o

desenvolvimento de produtos nutracéuticos.



2.1.2 Hancornia speciosa Gomes

Popularmente conhecida como "mangabeira”, H. speciosa € uma arvore
frutifera nativa brasileira, distribuida do norte ao sul do pais e pertence a familia
Apocynaceae. Os dominios fitogeograficos sdo a Floresta Amazonica (principalmente
Pard e Amapd), Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Almeida et al., 2016). O nome
da fruta "mangaba™ tem origem Tupi-guarani e significa "bom fruto para comer”. A
arvore € de porte médio (2 a 10 m de altura) com um dossel irregular e um tronco
torcido e altamente ramificado. Os ramos sdo lisos e avermelhados, ocorre presenca
de latex por todo o seu comprimento (Epstein, 2004). O florescimento de H. speciosa
ocorre entre os meses de agosto e setembro, e os frutos amadurecem entre outubro a
novembro no Cerrado (Silva Junior, 2006). Os frutos sdo do tipo baga, variando em
tamanho, forma e cor, e geralmente sdo de cor amarelada ou esverdeada (Figura 2).
Os frutos sdo considerados como fonte de vitamina C e sdo consumidos in natura, e
também processados para producdo de sorvetes, geleias e sucos (Ganga et al., 2009;
Nabout et al., 2016 e Soares et al., 2016). A composicao proximal da polpa dos frutos

mangaba ja foram descritos na literatura (Tabela 3).

Figura 2. Espécime vegetal Hancornia speciosa Gomes. (Fonte: Arquivo pessoal).

10



Tabela 3. Composicdo proximal e valor energético da polpa in natura e liofilizada
dos frutos da mangabeira (H. speciosa).

Componentes Polpa in natura Polpa liofilizada
(9. 100 g-%)
Silva et al., 2008 Rocha, 2011 Santos et al., 2012
Umidade 82,40 82,8 20,69
Proteinas 1,20 1,40 2,73
Lipideos 2,37 1,30 N.D.
Carboidratos 10,02 10,5 N.D.
Fibra alimentar total 3,40 N.D. N.D.
Cinzas 0,58 0,60 0,60
VET (kcal.100 g-1) 66,21 71,4 N.D.

VET: Valor energético total; N.D.: Nao determinado.

Torres-Régo et al. (2016), investigaram propriedades farmacoldgicas do
extrato aquoso do fruto de H. speciosa, e evidenciaram atividades anti-inflamatoria,
utilizando o modelo de inflamacdo de peritonite induzida por carragenina em
roedores. Os mecanismos de acdo que os autores sugerem estdo relacionadas as
moléculas bioativas capazes de modular a histamina, serotonina, cininas e
prostaglandinas, que sdo mediadores inflamatério envolvidos no processo de
inflamacdo. Extratos vegetais obtidos a partir da H. speciosa apresentam atividades
bioldgicas com propriedades antioxidante (Marques et al., 2015), cicratizante (Geller
et al., 2015), antimicrobiana (Santos et al., 2016) e antiviral (Brandao et al., 2010).

Apesar de ter sido alvo dos estudos mencionados, sdo necessarios estudos
pormemorizados sobre a composi¢cdo quimica, em especial da polpa do fruto de H.
speciosa correlacionando com o dominio fitogeografico e as propriedades bioldgicas

em diferentes modelos experimentais in vivo utilizados na pesquisa cientifica.
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2.1.3 Caryocar brasiliense Cambess

O pequi é o fruto da espécie Caryocar brasiliense, pertencente a familia
Caryocaraceae, nativa do Bioma Cerrado (Baildo et al., 2015). O nome pequi tem
origem Tupi, sendo py (casca, pele) e qui (espinho), com o significado de casca
espinhosa, atribuido a caracteristica espinhosa do endocarpo (Almeida & Silva, 1994).
Os dominios fitogeogréaficos incluem os Estados da Bahia, Ceard, Para, Maranhdo,
Piaui, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Goias. Algumas
espécies também sdo encontradas nas savanas da Costa Rica ao Paraguai (Almeida &
Silva, 1994). Devido sua caracteristica endémica recebe outras denominagdes: pequid,
pequid verdadeiro, pequid-vermelho, piti4, piqui, pequi-do-cerrado, saco-de-bode,
améndoa-de-espinho, pequerim e suari (Almeida et al., 1998).

O pequi é um fruto do tipo drupoide, globoso verde, composto por pericarpo
(casca) acinzentado ou verde - amarelado, mesocarpo (polpa) amarelo claro, carnoso,
aromatico e endocarpo (envoltorio do carogo). Sua florescéncia ocorre durante 0s meses
de agosto a novembro, com a maturacdo dos frutos em meados de novembro, sendo
encontrados até o inicio de fevereiro (Almeida et al., 1998) (Figura 3). A polpa e a
améndoa do pequi sdo comumente utilizadas na culinéria, no preparo de licor e para
extracdo de Oleo, cuja utilizagdo pela indudstria alimenticia tem sido crescente (Borges,
2011). Estudos sobre o valor nutricional da polpa do pequi in natura e liofilizada
apresentam variacGes na composicdo centesimal, observa-se que a polpa liofilizada
apresentou valores superiores de proteinas, lipideos e carboidratos, quando comparados
aos valores descritos para a polpa in natura de acordo com a base Umida da polpa
(Tabela 4).

Nos dltimos anos, houve um aumento no numero de pesquisas sobre as
potencialidades bioldgicas de C. brasiliense, a atividade antioxidante foi avaliada por
Ledo et al. (2017), o Oleo da polpa do fruto foi descrito por seu potencial
quimiopreventivo contra o cancer hepatico em ratos (Palmeira et al., 2016). Além disso,
Traesel et al. (2016), demonstraram que o Oleo da polpa do pequi apresenta baixa
toxicidade aguda e subcrbénica do em roedores, no entanto, os autores sugerem a

necessidade de estudos adicionais relacionados a segurancga alimentar.
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Figura 3. Espécime vegetal do Caryocar brasiliense Cambess (Fonte: Arquivo

pessoal).

Tabela 4. Composicdo centesimal e valor energético da polpa dos frutos de

pequizeiros (C. brasiliense).

Componentes Polpa

(9. 100 g-%) liofilizada

Lima Cordeiro Nascimento

et al., 2007 et al.,2013 etal., 2017
Umidade 41,50 47,28 11,65
Proteinas 3,00 2,98 6,17
Lipideos 33,40 27,06 48,87
Carboidratos 11,45 15,82 23,07
Fibra alimentar total 10,02 8,04 4,20
Cinzas 0,63 0,51 1,84

VET (kcal.100 g- 358,40 556,79

VET:

Valor energético total; N.D.: N&o detectado.
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2.2 Antioxidantes

Antioxidante foi definido por Halliwel (1995), como uma substancia que em
baixas concentracdes, retarda ou previne a oxidacao de um substrato. Posteriormente, 0s
antioxidantes foram classificados em moléculas naturais ou sintéticas que inibem a
reacdo de espécies reativas com biomoléculas ou impedem a formagdo descontrolada
destes radicais (Porth e Matfin, 2010). Ainda, sdo caracterizados quanto ao seu
potencial antioxidante, por apresentar em suas estruturas substituintes doadores de
elétrons ou de hidrogénio aos radicais, em funcdo da sua capacidade de reducédo e
remodelamento estrutural, por sua capacidade em quelar metais de transicdo implicados
em processos oxidativos e quanto ao local de acdo variando conforme sua lipofilia ou
hidrofilia (Manach et al., 2004).

2.2.1 Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

Os antioxidantes enziméticos sdo produzidos endogenamente e fazem parte de
um complexo sistema de detoxificacdo de trés fases, altamente conservado entre 0s
organismos eucariotos. Segundo Sarkadi et al. 2006, as proteinas de detoxificacdo
envolvidas neste processo sdo classificadas em Fase I, 11 e I1l, onde a citocromo P450
monooxigenase (CYP) é a principal enzima envolvida na Fase | do metabolismo
xenobidtico. E ainda, uma rede de enzimas atuam no processo de detoxificacdo na Fase
Il, tais como, superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa transferase (GST). A SOD atua transformando dois anions radicais
superoxidos em um perdxido de hidrogénio, podendo ocorrer de trés isoformas
dependendo do metal associado a ela, sendo cobre (Cu) e zinco (Zn) no citoplasma e o
manganés (Mn) na matriz mitocondrial de eucariotos e o ferro (Fe) em bactérias (Pérez
et al., 2009). A CAT tem a funcdo de proteger as células catalisando a decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua sem producédo de radicais livres
(McCORD, 1986; SIES, 1993; Ratnam et al., 2006). A GPx é uma enzima localizada no
citosol e na matriz mitocondrial, que reduz o peréxido de hidrogénio e hidropeptideos
organicos utilizando a glutationa (GSH). A GSH atua como co-substrato da GPx, com
propriedade doadora de elétrons, podendo ser regenerada através da glutationa redutase
(GR) com transferéncia de hidrogénio do NADPH (Nunes, 2011). A GPx geralmente
ocorre associada ao selénio (Se). Os principais locais de acdo da GPx séo o figado e o0s
eritrocitos, podendo ocorrer no coracgdo, pulmdes e musculos. Finalmente na Fase 111 de
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detoxificacdo, o0s conjugados toxicos sdo bombeados para fora da célula por
transportadores cassetes de ligagdo de ATP (Transpotador ABC) ou outros
transportadores (Sarkadi et al., 2006). As GSTs sdo enzimas da fase 1l do processo de
detoxificacdo metabolica, presentes em quase todos os seres vivos. Elas catalisam a
conjugacao de varios eletrofilos com a glutationa reduzida (GSH) e, consequentemente,
detoxificam compostos tdxicos enddgenos e exdgenos (xenobioticos). Além disso,
protegem o0s tecidos contra danos oxidativos e estdo envolvidas no transporte
intracelular de substratos hidrofobicos especificos (Frova, 2006). Estas enzimas estdo
divididas em trés principais grupos, de acordo com sua localizacdo na célula:
citosolicas, microssomais e mitocondriais (Sheehan et al., 2001).

2.2.2 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais, também classificados como ndo enziméticos, podem
ser obtidos através de fontes dietéticas. Sdo encontrados em alimentos de origem
vegetal, representados em sua maioria pela classe de compostos fenolicos. As demais
classes incluem, compostos organosulfurados, minerais (Cu, Zn, Mn e Se), cofatores,
vitaminas (A e E) e carotenoides, que desempenham importantes papeis na manutencéo
da satde humana (Barbosa et al., 2010).

Os compostos fendlicos e flavonoides, os carotenoides p-caroteno (pro -
vitamina A) e licopeno, os pigmentos lipofilicos de clorofilas e o acido ascérbico, estéo
entre os principais antioxidantes naturais de origem dietética, amplamente encontrados
em fontes vegetais, incluindo as hortalicas e frutos.

Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secundarios encontrados em frutos,
possuem em sua estrutura pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais
agrupamentos hidroxilas (Haminiuk et al., 2012). Os flavonoides sdo substancias
fendlicas de baixo peso molecular e possuem em sua estrutura quimica anéis
aromaticos, tendo como base o 2-fenil-benzopirano (C6-C3- C6) (Aherne & O’brien,
2002). Os flavonoides sdo encontrados em diversos alimentos de origem vegetal, como
macd, uva, cebola, repolho, brocolis, chicoria, aipo, acai, cacau, cha e vinho tinto sendo,
portanto, constituintes da dieta humana (Youdim & Joseph, 2001).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, metabolizados por plantas, algas e
bactérias fotossintéticas, sendo responsaveis pelas cores amarelas, laranja e vermelhas
em varias frutas e vegetais (Namitha & Negi, 2010). Os carotenoides podem ser
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classificados em dois grupos de acordo com os grupos funcionais: xantofilas, contendo
oxigénio como grupo funcional, incluindo luteina e zeaxantina, e os carotenos, que
contém apenas uma cadeia hidrocarbonada sem qualquer grupo funcional, como o a-
caroteno, o p-caroteno e o licopeno (Saini et al., 2015). Os carotenoides dietéticos,
exercem atividades bioldgicas, como a atividade antioxidante e precursores da
provitamina A (B-caroteno, a-caroteno, -criptoxantina, etc.), apresentam propriedades
quimiopreventivas, melhora da resposta imune e defesa celular contra as espécies
reativas (Delgado-Pelayo et al., 2014). As clorofilas sdo pigmentos naturais, definidos
como compostos lipofilicos e sdo sintetizados e acumulados em organelas
especializadas (cloroplastos e cromoplastos) nas células vegetais (Delgado-Pelayo et al.,
2014). A clorofila compreende uma familia de moléculas semelhantes entre si,
designadas de clorofila a, b, ¢ e d. Estruturalmente sdo moléculas complexas,
pertencentes a classe das porfirinas, formadas por quatro anéis pirrélicos e um quinto
anel isociclico (Lanfer-Marquez, 2003). A cor verde dos vegetais e da maioria dos
frutos ndo maduros é devido a ocorréncia conjunta de clorofilas e carotenoides,
enguanto que a cor do fruto maduro é frequentemente devido a presenca de carotenoides
(Britton & Hornero-Méndez, 1997). Estudos demonstraram que 0s pigmentos de
clorofila exibem uma série de propriedades biolégicas, como atividades antioxidantes e
antimutagénicas, modulacdo da atividade enzimatica de metabolizacdo xenobidtica e
inducdo de eventos apoptoticos em linhagens celulares de cancer (Dashwood, 1997 e
Ferruzzi & Blakeslee, 2007).

O acido ascorbico atua estabilizando as EROs por transferéncia de elétrons,
inibindo a peroxidacdo lipidica (Flora, 2009). Também atua na protecdo contra a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, reduzindo a progressao da aterosclerose
(Frei, 1994). Em sistemas biologicos, o acido ascérbico se encontra na forma de
ascorbato, sendo que nesta configuragdo é capaz de atuar como antioxidante
(Vasconcelos et al., 2007). Apesar da gama de beneficios, em altas concentracdes o
acido ascorbico pode se tornar pro-oxidante, podendo ocasionar processos de oxidagédo
e peroxidacdo lipidica nas células (Halliwell, 1994 e Ferreira & Matsubara, 1997).

Entre os minerais destacam-se 0 zinco, cobre, selénio e magnésio. As vitaminas,
em especial o &cido ascérbico tem acdo removedora de EROs e também regeneradora

de vitamina E (tocoferol), os compostos carotenoides, podem participar em processos
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fisiologicos, bioquimicos e celulares neutralizando ou prevenindo as reagdes quimicas

deflagradas pelos radicais livres (Sharoni et al., 2004 e Masella et al., 2005).

2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é uma condi¢do biolégica marcada por um desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas e sua a capacidade dinamica de neutralizagdo por
sistemas de defesa antioxidantes (Jiang et al., 2016).

A classe de espécies reativas mais representativas sdo as espécies reativas de
oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs). Sdo consideradas EROs,
o superoxido (O2e-), o radical hidroxila ("OH), alcoxila (RO"), peroxila (ROO"),
oxigénio singlete (*O;) e o acido hipocloroso (HOCI) (Girotti & Kriska, 2004). Ja as
principais classes de ERNSs estdo o 6xido nitrico ("NO) e o didxido de nitrogénio (NOy).
Estas moléculas sdo denominadas radicais livres e possuem atomos ou grupos de
atomos com elétrons desemparelhados na ultima camada de valéncia (Halliwell, 2007).

Contudo, o sistema de defesa antioxidante enddgeno atua em mecanismos de
desintoxicacdo e de combate as EROs, com o objetivo primordial de manter o processo
oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis de regulacdo, impedindo que os
danos oxidativos se amplifiquem e causem prejuizos sistémicos irreparaveis (Kundu &
Surh, 2010). Uma vez que, durante o metabolismo celular, os radicais livres sdo gerados
de forma enddgena, como o0s produtos da respiracdao celular, ou de forma exdgena,
decorrente da exposicdo a agentes pré-oxidantes, como radiacdo ultravioleta, produtos
agrotoxicos e quimicos carcinogénicos (Burke & Wei, 2009). Esses radicais danificam
importantes biomoléculas celulares, tais como DNA, lipideos, carboidratos e proteinas
(Finkel & Holbrook, 2000), ocasionando o desenvolvimento de doencas cronicas e
degenerativas, como a aterosclerose, diabetes tipo 2, cancer e doencas

neurodegenerativas (Cooke et al., 2003 e Forsberg et al., 2001).
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2.4 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é um dos mais importantes distdrbios
neurodegenerativos do seculo XXI associada ao envelhecimento da populacdo
(Wojtunik-Kulesza et al., 2016). A DA ¢ caracterizada pelo comprometimento funcional
de células neuronais e declinio progressivo da memoria e da capacidade cognitiva,
refletindo em prejuizos para a linguagem, prética fisica, comportamental e emocional
(Cheignon et al., 2018; Chung et al., 2018; Tramutola et al., 2017).

De acordo com o World Alzheimer Report, 46,8 milhdes de pessoas sofriam de
deméncia em todo o mundo em 2015; estima-se que a cada 20 anos este nimero
duplique. A DA ¢ a forma mais comum de deméncia, responsavel por 50% a 75% de
todas as deméncias. A maior prevaléncia é na Asia (22,9 milhdes de pessoas), enquanto
a Europa e as Américas respondem por 10,5 e 9,4 milhdes de pessoas, respectivamente
(Cheignon et al., 2018). As mulheres sdo mais suscetiveis que os homens a sofrer de
DA, devido a sua maior expectativa de vida, e diminuicdo dos niveis de estrogénio
durante o periodo da menopausa (Janicki & Schupf, 2010).

Dentre os mecanismos descritos na literatura associados com a patogénese da
DA, o estresse oxidativo (Fig. 4) é o mais elucidado, pois a oxidacdo de biomoléculas,
entre elas os acidos nucléicos, os lipidios e as proteinas, perturbam a integridade das
células neuronais (Cheignon et al., 2017), desencadeando uma série de eventos toXicos
no sistema nervoso. As primeiras evidéncias sobre os danos do processo oxidativo na
patogénese da DA foi relatada em 1984, por Glenner e Wong, que detectaram o
peptideo amiloide na forma agregada no cérebro de pacientes com DA.
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Figura 4. Estresse oxidativo e o peptideo beta amiloide (BA) na doenga de Alzheimer. (Fonte:

Cheignon et al., 2018).
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O peptideo beta amiloide (BA) é formado por 38 a 43 amino&cidos, sua producgao
ocorre apos a clivagem enzimatica da proteina precursora amiloide (PPA), uma proteina
transmembrana expressa em varios tecidos, especialmente no sistema nervoso central
(SNC) (Cheignon et al., 2017). Normalmente a PPA ¢ clivada por duas enzimas, a a-
secretase e y-Secretase, no entanto na patogénese da DA, outra enzima, a B-Secretase,
acaba atuando antes da o-secretase, dando origem ao peptideo toxico BA. O peptideo
BA tem capacidade de se autoassociar e acumular-se no espaco extracelular, atraves de
conformagdes B-folha, fibrilares, oligoméricas e por fim formar placas senis,
encontradas principalmente na regido do hipocampo (Caruso et al., 2018 e Tramutola et
al., 2017).

Estudos sugerem que acUmulos de oligbmeros causam toxicidade para
células neuronais por sua capacidade de permeabilizar em membranas celulares,
iniciando uma série de eventos, entre eles estrese oxidativo, que levam a disfungdo e
morte celular. Ainda com relacdo ao estresse oxidativo, os subprodutos gerados por
este processo, especialmente moléculas reativas agregadas aos ions metalicos como
zinco, ferro e cobre sdo moduladores e foram encontrados em placas amiloides (Lovell
et al., 1998). Os ions Cu e Zn, foram descritos por supostamente desempenhar um papel
modulador na agregacao de peptideos amiloides AB. Além disso, os peptideos amiloides
AP unidos a ions metéalicos, tais como ions de cobre, sdo considerados os mais toxicos,
pois podem produzir espécies reativas de oxigénio, deletérias para o proprio peptideo
AP e para as biomoléculas circundantes (Cheignon et al., 2018).

Considerando os aspectos gerais da patogénese da DA, a identificacdo de
compostos bioativos que desempenhem funcdes bioldgicas, em especial atividade
antioxidante, apresentam grande relevancia para o desenvolvimento de produtos

nutracéuticos gue possam atuar em tratamentos neuroprotetores.
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2.5 Envelhecimento e Longevidade

Envelhecimento e longevidade sdo dois conceitos correlacionados, mas possuem
significacbes diferentes. Neste sentido, envelhecimento € um processo que se opde a
longevidade, no qual ocorre uma série de eventos quimicos e bioquimicos indesejados,
levando a um declinio funcional e fisioldgico do organismo (Yanase et al., 2019).
Enquanto a longevidade é dependente de genes envolvidos no processo de senescéncia
celular que controlam vias metabolicas e sistemas antioxidantes favorecendo a extensdo
do tempo de vida (Brooks-Wilson, 2013).

Diversas teorias foram propostas para explicar os complexos mecanismos
envolvidos nos processos de envelhecimento e longevidade, contudo muitas
permanecem pouco compreendidas. Entre os mecanismos moleculares mais elucidados,
incluem o estresse oxidativo, caracterizado como processo em que espécies reativas
desempenham acdo oxidante em importantes macromoléculas, entre elas o DNA,
proteinas e lipidios (Zhang et al., 2015).

A diminuicdo da eficiéncia do metabolismo leva as células ao processo de
morte e/ou senescéncia. Além disso, o comprometimento de biomoléculas causado por
danos oxidativos aumentam os niveis de citocinas pré-inflamatorias e resultam em
patologias associadas ao envelhecimento (Gonzéalez-Reyes et al., 2015). As patologias
associadas ao envelhecimento, também sdo conhecidas como DRAs (doencas
relacionadas a idade), entre elas, sdo descritas o cancer, aterosclerose, doencas
metabdlicas e neurodegenerativas que em conjunto, conduzem alteracfes metabodlicas
que também podem levar a diminuicdo da expectativa de vida (Giorgi et al., 2019).

Diversos estudos tém demonstrado que alteracdes nutricionais e manipulagdes
genéticas podem modular o envelhecimento e a longevidade (Katewa e Kapahi, 2010;
Boccardi et al., 2016; Catana et al., 2018). Acredita-se que a modulacdo da longevidade
ocorra via mecanismos que envolvem hormeses através da regulacdo de processos que
reduzem danos em biomoléculas sejam aqueles decorrentes do processo oxidativo ou do
préprio envelhecimento. Assim, para entender os mecanismos moleculares que
controlam o envelhecimento e a longevidade, pesquisadores utilizam ferramentas da
genética e da farmacologia para manipular funcGes celulares especificas em organismos

modelos.
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2.6 Modelo bioldgico: Caenorhabditis elegans

O nematodeo Caenorhabditis elegans foi utilizado pela primeira vez por Sydney
Brenner, e descrito como um organismo experimental apropriado para estudos
genéticos, no qual se podia determinar a estrutura completa do sistema nervoso
(Brenner, 1974 e Sin et al., 2014). O C. elegans se tornou um importante modelo de
experimentacdo animal empregado em varias linhas de pesquisas, incluindo
desenvolvimento, neurobiologia, genética, envelhecimento e aplicacGes farmacéuticas.
C. elegans é um nematoide de vida livre, encontrado no solo e também em isolados de
matéria vegetal em decomposicdo (Frézal & Félix, 2015). Muitos sdo os atributos
experimentais que tornaram o C. elegans um modelo animal bem-sucedido e com um
nimero cada vez maior de publicacdes cientificas (Mota & Diogo, 2001). O nematoide
apresenta pequeno comprimento de aproximadamente 1,3 mm e diametro de 80 um,
sendo possivel realizar a manutencdo de grandes quantidades de espécimes (10.000
nematoides/placa) em placas de Petri contendo o meio de cultivo NGM (Nematode
Growth Media) e bactérias atenuadas Escherichia coli (fonte de alimento) (Fig. 5). A
grande capacidade reprodutiva, pois um hermafrodita gera entre 200 a 300 descendentes
(Nayak et al., 2004). A populagdo de nematoides, em sua maioria, apresenta a forma
sexual de hermafrodita, porém, embora raros, aproximadamente 0,02 % dos individuos
sdo machos. Um nematoide hermafrodita adulto apresenta 959 células somaticas e 302
neurdnios (Sin et al., 2014). Curto ciclo de vida (Fig. 6), aproximadamente 21 dias,
possibilitando a execucdo de estudos relacionados a longevidade em um espaco

temporal impraticavel em modelos classicos de mamiferos.
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Estereomiscroscopio

Figura 5. Observacbes sobre o C. elegans. (A) Placa de cultivo observada em lupa
estereomicroscopio. (B) C. elegans N2 observados em estereoscépio. (C) Nematoide

hermafrodita adulto observado em microscopio. Adaptado: Worm Book (2017).
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Figura 6. Ciclo de vida de C. elegans a 22°C. 0 min é o tempo de fertilizagdo. Ndmeros em azul ao
longo das setas indicam o tempo que o nematoide passa em um determinado estagio. A primeira mudanca
ocorre em cerca de 40 min. pos-fertilizagdo (L1). O comprimento do nematoide (um) em cada fase é

indicado ao lado da descricdo das fases larvais (L) e adulta. Fonte: WormAtlas.

A conservacdo de genes e vias de sinalizacGes, entre mamiferos e C. elegans,
desperta o interesse por estudos que elucidam mecanismos celulares (Kaletta &
Hengartner, 2006). Diversas vias metabdlicas e comportamentos complexos sdo
conservadas entre C. elegans e os mamiferos, compreendendo sintese de lipidios,

carboidratos e proteinas, reguladores de lipogénese, complexos de quinases, autofagia,
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entre outros. Na literatura, encontra-se consagrada a via de sinalizagdo do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), que inclui o fator de transcricdo DAF-16, um
mediador chave no tempo de vida em resposta aos estimulos ambientais, como estresse
oxidativo e térmico, estimulos gonadais via restricdo calorica e também se associa a
doengas como o cancer, diabetes mellitus tipo Il, Alzheimer e Huntington (lhara et al.,
2017; Keshet et al., 2017; Hesp et al., 2015).

Organismos modelos que mimetizam as respostas humanas oferecem enormes
oportunidades para avaliar o papel potencial dos produtos naturais nas doencas
neurodegenerativas (Sangha et al., 2012). Neste estudo, utilizamos a cepa transgénica
CL2006 (Fig. 7), que mimetiza modelo experimental da Doenca de Alzheimer. Estas
linhagens quando induzidas a temperatura permissiva (25 °C), apresentam um fendtipo
de paralisia de inicio adulto, com formacdo constitutiva de peptideos amiloides (BA) nas

células musculares da parede do corpo (McColl et al., 2009).

Figura 7. C. elegans CL2006 modelo transgénico para doenca de Alzheimer (Fonte: Yang et al.,
2017).

Neste sentido, o nematoide C. elegans é considerado um importante modelo para
estudos que envolvem o envelhecimento e doencas neurodegenerativas, que S&o
facilitados por um grande numero de linhagens transgénicas que expressam fendtipos
relacionados aos processos oxidativos e degenerativos. Cabe ressaltar que nos ultimos
anos a consolidacdo deste modelo bioldgico na pesquisa foi viabilizada por
colaboragdes entre os laboratorios nacionais e internacionais, aplicacdes de protocolos,
ampliacdo de bases de dados virtuais (WormAtlas, WormBase e WormBook) e
armazenamento e distribuicdo de cepas mutantes e/ou transgénicas, como O
Caenorhabditis Genetics Center (CGC).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar a composi¢do quimica dos frutos Campomanesia adamantium,
Hancornia speciosa e Caryocar brasiliense e investigar a atividade antioxidante in vitro

e in vivo, utilizando o modelo experimental Caenorhabditis elegans.

3.1.1 Objetivos Especificos

- Desenvolver um processo de producéo de polpas de frutos do Cerrado capaz de
preservar propriedades funcionais e nutraceuticas.

- ldentificar a composicdo quimica e avaliar a antioxidante in vitro das polpas
dos frutos de C. adamantium (CAFP), C. brasiliense (CBFP) e do fruto de H. speciosa
(HSFL).

- Avaliar os efeitos toxicoldgicos e parametros in vivo associados a qualidade de
vida, entre eles, a capacidade reprodutiva, a locomocdo e longevidade em C. elegans
tratados com as polpas dos frutos de C. adamantium (CAFP), C. brasiliense (CBFP) e
do fruto de H. speciosa (HSFL).

- Avaliar o efeito protetor das polpas dos frutos de C. adamantium (CAFP), C.
brasiliense (CBFP) e do fruto de H. speciosa (HSFL) contra o estresse térmico e

oxidativo e 0s possiveis mecanismos envolvidos.

- Investigar os efeitos das polpas dos frutos de C. adamantium (CAFP), C.
brasiliense (CBFP) e do fruto de H. speciosa (HSFL) sobre a paralisia induzida por

peptideos AP em C. elegans transgénicos para Doenga de Alzheimer.
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PROCESSO DE PRODUCAO DE POLPAS LIOFILIZADAS DE FRUTOS DO

CERRADO

[001] A presente mvencéio refere-se ao processo para obtengio de polpas de frutos
nativos do Cerrado caracterizado pela capacidade de preservar suas propriedades
funcionais e nutracéuficas. As etapas de processamento para obtencdo da polpa passam
pelas tecnicas de selegdo, prnmewa lavagem. samitizacio. segunda lavagem.
despolpamento, congelamento. lhiofihizacdo, maceracdo. tamisacdo até armazenamento
da polpa processada. As analises realizadas com as polpas obtidas a partir deste
processo, garantem a preservacido de diferentes compostos bicativos, e amnda, suas
atividades antioxidantes in vifro. Assim. polpas de diferentes frutos obtidas por este
processo podem ser aplicadas na indistria alimenticia em formulagdes de diversos
produtos (sucos, biscoitos, bolos, geleias, sorvetes e outras sobremesas) e na mndustria
farmacéutica para o desenvolvimento de produtos nutracéuticos e ou fitoterapicos
(saches. xaropes e capsulas). As polpas obtidas por este processo atenderiio diferentes
nichos de mercado atentos as propriedades funcionais e nutracéuticas de frutos do

Cerrado.

ESTADO DA TECNICA

[002] O Cerrado ¢ o segundo maior Jiofspot mundial de biodiversidade, reconhecido
como a Savana mais rica do mundo. abrigando aproximadamente 11 mil espéeies de
plantas nativas ja catalogadas (MMA - Mimstério do Meio Ambiente. O Bioma
Cerrado. Brasihia, DE: 2014. Disponivel em:
<http:/fwww mma_ gov br/biomas/cerrado>. Acesso em: 02 out, 2019). Destacam-se
pela relevincia regional, as espécies madeireiras, tintoriais, omamentais, medicinais e

alimenticias. Os géneros alimenticios apresentam diferentes espécies que produzem
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frutos comestiveis. com formas variadas. cores atrativas e sabor caracteristico
(PEREIRA M. E., & PASQUALETO, A. Desenvolvimento sustentavel com énfase em
frutiferas do Cerrado. Estudos, 38(2). 333-363, 2011). Dentre as principais espécies
frutiferas nativas do Bioma Cerrado brasileiro, estio a Hancornia speciosa Gomez
(mangaba), Psidium guineense Swartz (araca do Cerrado), Salacia crassifolia Mart.
Peyr. (bacupan). Annena crassiflora Mart. (marolo). Mauritia flexuosa Linn. (buriti),
Caryvocar brasiliense Cambess (pequi), Anacardium humile Mart. (cajuzinho),
Campemanesia adamantium Cambes O. Berg. (guavira), Hymenaea stigonocarpa Mart.
ex Hayne (jatoba), Diprervx alata Vogel (baru) e a Eugenia dysenterica Mart. ex DC.

(cagaita).

[003] As plantas do Cerrado crescem em condigdes ambientais adversas. com periodos
longos de seca, e outro de chuvas intensas, solos pobres, incéndios periodicos e radiagido
UV intensa. Esses fatores contribuem para o desenvolvimento de mecanismos de defesa
contra agentes fisicos, quimicos e biologicos durante o processo evolutivo, fatores que
estdio associados a maior producio de compostos bioativos por essas plantas (BATLE-
BAYER. L: BATIES. N. H: BINDRABAN. P_ S. Changes m organic carbon stocks
upon land use conversion m the Brazilian Cerrado: A review. Agnculture, Ecosystems
and Environment, v. 137, p. 47-57, 2010). Além disso, os frutos produzidos por estas
espécies estdo disponivels por um curto periodo do ano, e geralmente sdo pouco

conhecidos pela populacio, o que dificulta a sua produgdo e comercializacio.

[004] A importancia econdémica e alumentar para comumdades que vivem em areas com
predomindncia ou fragmentos do Bioma Cerrado aliadas ao conhecimento tradicional,

tornam estes frutos natrves potenciais produtos alimenticios geradores de renda.
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[005] Atualmente, diferentes técnicas de processamento sdo aplicadas aos frutos, com
objetivo de garantir a preservacio dos compostos bioativos, representando um
importante recurso para conservacido e diversificacio das maneiras de consumo,
aumentando sua estabilidade fisico-quimica e microbiologica. Assim técmicas capazes
de demonstrar os valores nutricional e funcional destes frutos, aliados a recursos

tecnologicos, podem aumentar seu apelo mercadologico e valor comercial dos mesmos.

[006] Os frutos apresentam potenciais para serem utilizados, na indistria de alimentos,
como flavorizantes na produgio de bebidas e néctares, por seus atributos de qualidade
como: elevada acidez, acido ascorbico (vitamina C). munerais. fibras alimentares e
compostos fenodlicos., que lhes conferem o aroma citrico (VALLILO. M L.
LAMARDO, L. C. A, GABERLOTTI, M. L., OLIVEIRA. E. D., & MORENO. P. R.
H. Composicio quimica dos frutos de Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: v.26(4). p.725-955. 2006). Assim, representam
relevante potencial agroindustrial e consideravel fonte de renda econdmica para a
populacgdo local (ALMEIDA, 5. D, PROENCA. C. E. B, SANO, 5. M., & RIBEIRO,
J. F. Cerrado: espécies vegetais uteis. Planaltina: Embrapa-CPAC: v.1, p.464. 1998),
também sendo um forte atratrvo comercial para o grupo de consumidores que tem se

preocupado com a relagdo entre dieta e saude.

[007] A incluséo na dieta de frutas e hortalicas tem sido relacionada com a promocio de
efeitos benéficos, pois os compostos presentes nestes alimentos atuam minimizando os
danos causados pelo estresse oxidativo no orgamsme humano ( PEREZ-CORNAGO,
A TRAVIS R C., APPLEBY.P. N TSILIDIS. K. K., TIONNELAND, A  OLSEN,

AL & PEPPA. E. Fruit and vegetable intake and prostate cancer risk in the European
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Prospective Investigation into Cancer and Nutnition (EPIC). International Joumnal of

Cancer, 2017).

[008] Os produtos naturais apresentam diversos compostos bioativos, que estdo
associados a protegdo celular contra espécies reativas de oxigénio, como por exemplo,
os radicais livres. As espécies reatrvas, estio envoliidas no processo de estresse
oxidativo, vinculado ao desenvolvimento e/ou agravamento de mfimeras doengas como
cancer (CHIKARA. S, NAGAPRASHANTHA, L. D, SINGHAL, J, HORNE, D.,
AWASTHL 5., & SINGHAL, 5. 5. Oxadantve stress and dietary phytochemicals: role i
cancer chemoprevention and treatment. Cancer Letters: 413, 122-134  2018), diabetes
(REHMAN, K., & AKASH. M. 5. H Mechanism of generation of oxidative stress and
pathophysiology of type 2 diabetes mellitus: how are they mterlinked?. Journal of
Cellular Biochemustry: 118(11). 3577-3585, 2017) e disfungdes cardiovasculares
(ZENG. I.. ZHAO. J. DONG. B.. CAL X JIANG.J. XUE.R.. ... & LIU. C. Lycopene
protects against pressure overload-induced cardiac hypertrophy by attenuating oxidative
stress. The Journal of Nutritional Biochemistry, 2019), e também doencas
neurodegenerativas (LINDHOLM, D.. WOOTZ. H.. & KORHONEN. L. ER stress and

neurodegenerative diseases. Cell Death and Differentiation: 13(3), 385, 2006).

[009] Neste contexto, as espécies frutiferas sdo relatadas na medicina popular e em
estudos cientificos por suas propriedades biologicas, como exemplo, a especie
Carvocar brasiliense Cambess, que produz frutos popularmente conhecidos comeo
pequi, for descrita pelo potencial quimuopreventrvo contra o cancer hepatico em ratos
(PALMEIRA. 5. M., SILVA, P. R, FERRAOQ. J. 5. LADD. A. A DAGLL M. L.
GRISOLIA. C. K., & HERNANDEZ BLAZQUEZ, F. J. Chemopreventive effects of

pequi o1l (Carvocar brasiliense Camb.) on preneoplastic lesions in a mouse model of
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hepatocarcinogenesis. European Journal of Cancer Prevention, 25(4). 299-305, 2016). A
farinha obtida da polpa desidratada do fruto pequi apresentou compostos fendlicos e
antocianinas e exibiu atividade antioxidante (LEAO. D. P, FRANCA A S.
OLIVEIRA., L. 5. BASTOS. R. & COIMBRA., M. A Physicochemmcal
charactenization, antioxidant capacity, total phenolic and proanthocyanidin content of
flours prepared from pequi (Carvecar brasilense Camb.)) fruit by-products. Food
Chemustry, 225, 146-153, 2017). Além disso, o oleo da polpa do pequi apresenta baixa
toxicidade aguda e subcromica em roedores, no entanto, os autores sugerem a
necessidade de estudos adicionais relacionados a seguranca alimentar (TRAESEL. G.
K. MENEGATL S.E.L. T.. DOS SANTOS, A. C.SOUZA R L. C.BOAS.G.R. V.,
JUSTL P.N.. .. & OESTERREICH. 5. A. Oral acute and subchronic toxicity studies of
the o1l extracted from pequ (Carvecar brasiliense, Camb.) pulp in rats. Food and

Chemical Toxicology, 97, 224-231, 2016).

[010] A espeécie Anonna crassiflora Mart., produz frutos popularmente conhecidos
como marolo, suas cascas apresentaram propriedades hepatoprotetoras e antioxidantes
(JUSTINO. A. B.. PEREIRA. M. N__ PEIXOTO. L. G.. VILELA. D. D, CAIXETA. D.
C., DE SOUZA,L A V., . & ESPINDOLA, F. S. Hepatoprotective properties of a
polyphenol-enriched fraction from Annona crassiflora Mart. fruit peel against diabetes-
mduced oxidative and nitrosative stress. Journal of Agncultural and Food
Chemustry, 65(22), 4428-4438, 2017). a polpa, casca e sementes dos frutos
apresentaram relevantes quantidades de compostos fendlicos, ja descritos por suas
propriedades antioxidantes (ARRUDA. H. S., PEREIRA, G. A, DE MORAIS. D. R.,
EBERLIN. M. N.. & PASTORE. G. M. Determination of free, esterified. glycosylated

and msoluble-bound phenolics composition m the edible part of araticum fruit (Annona
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crassiflora Mart.) and 1its by-products by HPLC-ESI-MS/MS. Food Chenustry, 245,

738-749, 2018).

[011] A espécie Hancornia speciosa Gomes comumente conhecida por mangabeira,
apresentou propriedades biologicas advindas de diferentes partes da planta, os frutos
chamados de mangaba, sio consumudos in matura e demonstram atividade anti-
inflamatéria (TORRES-REGO, M., FURTADO, A. A BITENCOURT, M. A. O., DE
SOUZA LIMA, M. C. I, DE ANDRADE. R. C. L. C, DE AZEVEDO, E. P, .. &
ZUCOLOTTO. 5. M. Anti-inflammatory activity of aqueous extract and bioactive
compounds identified from the fruts of Hancormia speciosa Gomes
(Apocynaceae). BMC Complementary and Alternative Medicine, 16(1), 275, 2016): a
casca posswi atrvidades antimicrobiana e gastroprotetora, (DE MELLO MORAES, T..
RODRIGUES, C. M.. KUSHIMA. H.. BAUAB, T. M., VILLEGAS. W., PELLIZZ0N,
C. H. .. & HIRUMA-LIMA, C. A Hancornia speciosa: Indications of
gastroprotective, healing and ann-Helicobacter pylonn  actions. Journal of
ethnopharmacology, 120(2), 161-168, 2008); o liatex apresenta atividade anti-
inflamatoria (MARINHO D.G.. ALVIANO D 5. MATHEUS ME.. ALVIANO C5.,
FERWNANDES PD. The latex obtained from Hancornia speciosa Gomes possesses anti-
inflammatory activity. Journal Ethnopharmacol 135: 5330-7. 2011) e as folhas
atrvidades anti-lipertensiva (SILVA, G. C.. BRAGA, F. C.. LEMOS, V. S, &
CORTES. S. F. Potent antihypertensive effect of Hancormia speciosa leaves
extract. Phytomedicine. 23(2). 214-219. 2016). anti-inflamatéria (GELLER F.C..
TEIXEIRA ME.. PEREIRA AB.. DOURADO LP.. SOUZA D.G.. BRAGAF.C., et
al. Evaluation of the Wound Healing Properties of Hancornia
speciosa Leaves. Phytother Res.; 12: 1887-93, 20135), antimicrobiana e antioxidante

(SANTOS, U. P, CAMPOS. I. F., TORQUATO. H. F.. PAREDES-GAMERO. E. J.,
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CAROLLO, C. A ESTEVINHO. L. M., DE PICOLI SOUZA_ K., ... DOS SANTOS,
E. L. Antoxidant, Antimicrobial and Cytotoxic Properties as Well as the Phenolic
Content of the Extract from Hancornia speciosa Gomes. PloS One, 11(12), 2016).
Recentemente, outro estudo revelou que as folhas demonstraram efeitos antimutagénico,
anti-mflamatorio, anti-Parkinson, antiobesidade, anti-hiperglicémica, antioxidante e
anti-doenga de Alzheimer (DOS SANTOS. U. P.. TOLENTINO. G. S.. MORAIS, J. 5.,
DE PICOLI SOUZA, K. ESTEVINHO, L. M., & DOS SANTOS, E. L.
Physicochemical Characterization, Microbiological Quality and Safety., and
Pharmacological Potential of Hancornia speciosa Gomes. Oxidative Medicine and

Cellular Longevity, 2018).

[012] A espécie frutifera, Campomanesia adamantium popularmente conhecida como
guavira, ¢ utilizada para o tratamento de doencas reumaticas, diarreicas e processos
inflamatorios (RAMOS, D. D, & CARDOSO. C. A L. Avaliacio do potencial
citotoxico e atividade antioxidante em Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg
(Myrtaceae). Revista Brasileira de Biociéncias: v.5 (52), p.774, 2008) e no tratamento
de cistite e uretrite (PASCOAL. A C., EHRENFRIED, C. A EBERLINE, M. N,
STEFANELLO, M. E., & SALVADOR, M. J. Free radical scavenging activity,
determination of phenolic compounds and HPLC-DAD/ESI-MS profile of
Campomanesia adamantium leaves. Natural Product Communications: 6(7). 969-972,
2011). Estudos cientificos utilizando as casas dos frutos da guavira demonstraram
efeitos antihiperalgesico. antidepressivo e anti-inflamatoric (DE SOUZA, J C.
PICCINELLI. A. C., AQUINO., D. F.. DE SOUZA. V. V., SCHMITZ, W. O,
TRAESEL. G. K.. ..& ARENA. A C. Toxicological analysis and antihyperalgesic.
antidepressant, and anti-inflammatory effects of Campomanesia adamantivm froat

barks. Nutritional Neuroscience: 20(1), 23-31, 2017). O extrato da polpa micro
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encapsulada do fruto da guavira demonstrou efeitos anti-inflamatorio e antmociceptivo
em camundongos (VISCARDI, D. Z.. DE OLIVEIRA, V. 5., ARRIGO. J. D. 5.,
PICCINELLIL A C.. CARDOSO. C. A MAIDONADE. I R., .. & SANJINEZ-
ARGANDONA., E. J. Anti-inflammatory, and antinociceptive effects of Campomanesia

adamantium microencapsulated pulp. Revista Brasileira de Farmacognosia: v.27 (2), p.

220-227, 2017).

[013] Sédo escassos os estudos publicados sobre a utilizacdo polpa da espécie Dipreryx
alata Vogel popularmente conhecida como barueiro, na medicina popular & relatada a
utilizacio das cascas maceradas como antidiarreico e cicatrizante, o 0leo da améndoa do
fruto, popularmente conhecido como baru, é utilizado no tratamento de reumatismo e
apresenta atividade sudorifera, tonica e reguladora da menstruacdo (SANO, S. M.,
RIBEIRO, J. F., & DE BRITO, M. A Baru: biologia ¢ uso. Embrapa Cerrados-
Documentos (INFOTECA-E). 2004). A améndoa do fruto é comestivel e descrita por
sua capacidade de melhorar do perfil lipidico, promovendo a redugdo de trighcerideos,
VLDL-¢c, LDL-c e aumento de HDL-c, sem interferir no percentual de ganho de peso,
gordura visceral e niveis de colesterol em ratos (RAGASSI FIORINI. A. M.,
BARBALHO, S. M. GUIGUER. E. L_, OSHIIWA, M., MENDES, C. G.. VIEITES, R_
L., ... & NICOLAU, C. C. T. Dipteryx alata Vogel may mmprove lipid profile and
atherogenic mdices 1 Wistar rats Dipteryy alata and atherogenic indices. Journal of

Medicmal Food, 20(11). 1121-1126, 2017).

[014] O oleo essencial das folhas da espécie frutifera Psidium guineense Swartz,
conhecido popularmente como aragd. apresentou atividade antioxidante, anti-
mnflamatona, antiproliferativa e anfimicobactennana (DO NASCIMENTO., K. F..

MOREIRA, F. M. F., SANTOS, J. A, KASSUYA C. A L. CRODA. J. H R,
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CARDOSO, C. A. L. ... & FORMAGIO, A. 5. N. Annoxidant. anti-mnflammatory.
antiproliferative and antimycobacterial actrivities of the essential o1l of Psidium
guineense Sw. and spathulenol. Journal of Ethnopharmacology. 210, 351-358. 2018). O
extrato aquoso das folhas do araca demonstrou atvidade antimicrobiana
(FERNANDES, T. G., DE MESQUITA, A. R. C., RANDAU. K. P, FRANCHITTL A
A & XIMENES., E. A In vitro synergistic effect of Psidium guineense (Swartz) m
combimmation with antimicrobial agents against methicillin-resistant Staphylococcus

aureus strains. The Scientific World Journal, 2012).

[015] Dhante do exposto. pode ser observado o crescente mamero de estudos que
investigam e demonstram diversas propriedades bioldgicas de diferentes frutos do
Bioma Cerrado brasileiro. Assim, o processo descrito na presente patente viabiliza a
obtencdo de polpas capazes de manter seus constituintes quimicos e suas propriedades
biolégicas e pode ser considerado inovador para o desenvolvimento de produtos
funcionais efou nutracéuticos que possam vir a contribuir na nutrigio e saide humana ef

ou animal.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[016] A segwir estio listados antecedentes da mvencio:

[017] A INFLUENCIA DA LIOFILIZACAO SOBRE OS CAROTENOIDES DE
FRUTOS DO CERRADO E COMPORTAMENTO HIGROSCOPICO DOS
PRODUTOS LIOFILIZADOS. (DUARTE. E. L.. CARLOS, L. A, GONCALVES,
C. R. DE ANDRADE. R. M.. & DE OLIVEIRA. K. G. (2017). Influéncia da

liofilizacdo sobre os carotenoides de frutos do cerrado e comportamento higroscopico
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dos pos-liofilizados. Biologicas & Satide, 7(23)). Este arngo cientifico descreve a
mnfluéncia do processo de liofilizacdo na obtencdo do po comestivel a partir das polpas
de marolo e cagaita. Durante as fases do processo, a descricdo da fase de sanitizacdo se
diferencia do proposto em nosso processo, pois utilizamos o dicloroisocianurato de
sodio dihidratado 6,25%, reagente quimico diferente do cloro ativo 150 ppm utilizado
neste artigo. Além disso. o processo de lavagem nio & descrito. Dentre as etapas
descritas, o tipo e o periodo de congelamento do material obtido se diferenciam, sendo
descrito o congelamento por ar estatico sob a temperatura de -80°C durante 48 horas,
apesar de usarmos a mesma temperatura, a etapa de congelamento fo1 realizada em ultra
freezer por 24 horas (periodo 50% menor) o que demonsira melhor eficiéncia. Quanto a
etapa de liofilizacdo. os autores ndo descrevem os valores utilizados como pardmetros
diferenciais, tais como, temperatura, vacuo, velocidade, pressio e periodo total do
processo. Este artigo cientifico diferencia-se da nossa patente, pois os autores buscam a
obtencio de um pd comestivel obtido através de um processo de liofilizacdo, com
higroscopicidade mitigada e contetido total de carotenoides reduzido em relagéo a polpa

m natura.

[018] SECAGEM DA POLPA DE PEQUI POR LIOFILIZACAQ. (SOARES. C. T.
(2018) Dasponivel em:  hitpi/repositorio unicamp br/handle/REPOSIP/332599).
Secagem da polpa de pequi por liofilizacio. O processo de secagem descrito na refennda
Tese, refere-se ao processo de liofilizacéio da polpa do fruto com adicdo de agua e
encapsulantes (maltodextrina e proteina de soro de leite). procedimento que se
diferencia do proposto em nossa patente. Além disso. o periode de congelamento do
material obtido foi sob a temperatura de -60°C durante 8 horas. j4 em nossa descricdo a
temperatura utilizada € -80°C durante o periodo de 24 horas. Sobre o processo de

liofilizacdo os autores ndo descrevem os valores utilizados como parametros
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diferenciais: temperatura, vacuo, velocidade, pressdo, e apenas o periodo total do
processo foi1 mencionado, sendo de 72 horas. Contudo nossa patente descreve o periodo
total do processo de 48 horas. Este estudo. nio se assemelha com o proposto em nossa
patente, pois tem comeo objetivo descrever o potencial nutricional da polpa deo fruto
processada com agentes encapsulantes, completamente diferente do descrito em nossa
patente_ pois utilizamos a polpa in nafura para demonstrar suas propnedades funcionais

e nutracéuticas.

[019] BR 10 2016 027709 4 LIOFILIZACAO DE MANGABA PARA A
PRODUCAO DE SUCO E USO COMO INGREDIENTE NA FORMULACAO
DE PRODUTOS ALIMENTICIOS. Se diferencia do proposto em nossa patente,
pois apresenta etapas distintas do processo de obtencdo do po do fruto (apenas
mangaba) com adicio de maltodextrina um agente encapsulante, diferente do descrito
em nossa patente, pois utilizames apenas a polpa i natura no processamento para
demonstrar as propriedades funcionais e nutracéuticas em diferentes frutos. Sobre a
descricdo do processo, as etapas de lavagem e sanitizacdo se diferenciam do proposto
em nossa invencdo, pois realizamos etapas adicionais utilizando produto samitizante
especifico para este fim Neste processo de patente, o processo de congelamento da
polpa ocorre em freezer por periodo ndo inferior a 72 horas sob a temperatura de -18°C.
Contudo, em nossa descricdo utihizamos o Ultrafreezer que mantém a polpa sob a
temperatura de -80°C durante 24 horas. Na referida patente, os inventores ndo
descrevem todos os valores utilizados como pardmetros diferenciais, entre eles. vacuo,
velocidade e pressdo. Sdo mencionados apenas os valores de temperatura (-30 £ 3°C) e
periodo de total de liofilizacdo (72 horas). Porém em nossa patente, os valores se
diferenciam. sendo para temperatura - 40°C e periode total de liofilizacio 48 horas.

Assim, nosso processo diferencia-se desta patente, pois utilizamos polpas in natura,
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sem uso de aditivos e apresentando fases distintas de processamento. Além disso. o
objetivo da referida patente & a obtencéo do po do fruto como base de mngrediente para
elaboracdo de suco e outros fins alimenticios, enquanto nossa proposta é descrever um
processo de producio de diferentes polpas capazes de preservar suas propriedades

funcionais e nutracéuticas.

[020] BR 10 2015 029767 0. ELABORACAO DE MANGABA EM PO
DESIDRATADA POR SECAGEM EM LIOFILIZADOR. A patente refere-se ao
produto em po obtido a partir da polpa de mangaba liofilizada. cujo objetive & de
conservacdo e preservacio das caracteristicas organolépticas do produto, assim ndo se
assemelha com o proposto em nossa patente. que descreve o processo de producio de
polpas capazes de preservar as propriedades funcionais e nutracéuticas. Outra diferenca
esta na utilizacdo de aditivos (maltodextrina com dextrose equivalente 20), enquanto
que em nossa patents propomos o uso in natura da polpa de frutos. Além disso. os
mventores ndo descrevem os valores utilizados comeo parametros diferenciais do
processo de liofilizacdo. tais como, vacuo, velocidade e pressdio. Sdo mencionados
apenas os valores de temperatura (-39° C) e periodo de total de liofilizacéo (24 horas).
Ja em nossa imnvencdo os valores se diferenciam, sendo para temperatura -40°C e periodo

total de liofilizacdo 48 horas.

[021] BR 10 2016 018194 1. MIX DE EXTRATO PO DE AMENDOIM E
MANGABA. Esta patente descreve o processo de producio de um mix elaborado a
parir do extrato aquoso de amendoim e polpa de mangaba com adicio de
maltodextrina. As etapas para obtencdo das matérias primas (extrato de amendoim e
polpa do fruto com maltodextrina) e o processo de liofilizagdio nio assemelham ao

apresentado em nossa patente. Além disso, nio sdo descritas as etapas de selegdo e
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samitizacio das matérias primas. Na etapa de congelamento os autores utilizaram freezer
sob a temperatura de -18 °C por 72 horas, diferente ao descrito em nossa patente (-80° C
por 24 horas em Ultrafreezer). Os inventores ndo descrevem os valores utilizados como
parametros diferenciais do processo de hofilizagio: vacuo, velocidade e pressdo. Sdo
mencionados apenas valores de temperatura (-50£ 3°C) e periodo de total de liofilizacio
(72 horas). Contudo, em nossa patente os valores se diferenciam. sendo utilizada a
temperatura de -40°C e periodo total de liofilizacdo de 48 horas. Assim a refennda
patente, ndo se assemelha com a nossa, pois visa ampliar o aproveitamento nutricional
destes alimentos utilizando etapas distintas para obtengdo das matérias primas
processadas, enquanto que em nossa patente utilizamos a polpa i natura de frutos com

objetivo de preservar suas propriedades funcionais e nutracéuticas.

[022] BR 10 2015 011035 9. PROCESSO DE ELABORACAO DE TABLETE DE
FRUTA DE MACAUBA E RESPECTIVO PRODUTO. Esta patente descreve o
processo de elaboracdo de um produto caracterizado como tablete, que tem como base
ingredientes a polpa do fruto da macaliba e aditivos (maltodextrina e dgua). Sobre as
etapas do processo, os mventores nio descrevem as etapas e selecdo e sanitizacio da
fruta, na etapa de congelamento, apenas citam a temperatura em freezer -18° C, ja em
1nossa patente esta etapa compreende a temperatura de — 80° C em Ultrafreezer durante
24 horas. Além disso, nesta patente, sdo descritas etapas adicionais no processamento da
polpa e seus aditivos, diferente do descrito em nossa mmvencdo, pois utilizamos a polpa
in natura de frutos. Ainda, sobre as etapas do processo, o produto obtido pelos
mventores € novamente congelado em Ultrafreezer sob temperatura de -40° C por 24
horas. seguido da etapa de liofilizagdo. Sobre a etapa de liofilizacdo os inventores nio
citam os valores utilizados como pardmetros diferenciais no processo: temperatura.

vacuo, velocidade, pressdo e periodo total do processo. Os mventores descrevem apenas
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as especificacdes técnicas do equipamento utilizado para a liofilizagio. Sobre a
revindicacdo 32, os mventores descrevem o processo de modelagem do produto final,
congelamento e liofilizacio. Em nossa invencio nio estamos propondo a modelagem de
produto final Desta maneira. a refenida patente, nio se assemelha com o proposto em
nossa mvencio, pois os mventores descrevem o processo de elaboragdo de um tablete de
fruto e aditivos com reduzida umidade. enquanto que em nossa mvencio descrevemos o
processo obtencio de polpas de frutos processadas capaz de preservar suas propriedades
funcionais e nutracéuticas. Adicionalmente, o fruto apresentado nesta patente é a

macaiba, fruto que nio esta relatade em nossa invencio.

[023] PI 0801101-0. PROCESSO DE OBTENCAO DE FARINHA DE BAGACO
DE UVA E PRODUTO RESULTANTE. No contetido da PI 0801101-0, encontra-se a
descrigdo da etapa de liofilizacdo do processo de obtencéo de uma farmha de bagaco de
uva processado. A matéria prima utilizada neste processo é um subproduto da industria,
composto por diferentes partes vegetais com caracteristicas variadas, neste sentido nio
se assemelha com o proposto em nossa patente, pois utilizamos apenas polpa in natura
de frutos selecionados. o que permute uma melhor padromzacio para utilizacio no
processo proposto. No processamento descrito nesta patente, a matéria prima utilizada &
previamente congelada, porém os inventores ndo citam o valor de temperatura e o
periodo de congelamento. Em seguida, o matenial € hofilizado sob a temperatura de -60°
C = 10°C durante 72 horas. Este processo nio se assemelha ao proposto em nossa
patente, pois utilizamos diferentes valores de temperatura e tempo de exposicdo (-80°C
durante 24 horas). E ainda, propomos etapas distintas durante o processamento das
polpas, entre elas. a selecio, sanitizacdo e despolpamento. Além disso. os inventores
nio descrevem os valores utilizados como parametros diferenciais da etapa de

liofilizacdo: vacuo, velocidade e pressao.
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[024] PI 9403296-3. PROCESSO DE LIOFILIZACAO DO SUCO DE LIMAO E
KIT CAIPIRINHA INSTANTANEA. A referida PI 9403296-3. encontra-se arquivada
desde 08/03/2000, e o prazo de pedido para desarquivamento foi1 expirado desde
08/05/2000. Desta forma, considera-se arquivamento definitivo. Para obtencdo do suco
liofilizado de lumio, o inventor descreve a etapa de liofilizacdo e cita os valores de
temperatura, vacuo e periodo de exposicio. Neste sentido, apenas o valor de
temperatura negativa se assemelha (pagina 3) ao descrito em nossa patente, porém na
pagina 4. os mmventores descrevem novamente a etapa, entretanto com o valor de
temperatura positiva. Esta ambiguidade nos valeores nio garante a eficiéncia do processo
e caracterizam um ponto critico na referida patente. O valor de vacuo descrito pelo
inventor fo1 de 4x107 mili Bar e o periodo de exposicio foi de 94 horas. o que nio se
assemelha ao descrito em nossa mvencdo. Além disso, o mnventor nio descreve os
demais valores utilizados como pardmetros diferenciais do processo de liofilizacdo, tais
como velocidade e pressido. Por fim, esta patente diferencia-se do proposto em nossa
invencdo, pois trata-se de um processo de liofilizacdo obsoleto para obtencdo de um
suco em po com adiciio de acucar e agua ardente para fins de comercializacio agregado
a um kit. Assim nfo se assemelha com o objetivo proposto em nossa patente, descrito
como processo capaz de preservar propriedades funcionais e nutracéuticas de polpas

processadas.

[025] PI 0602691-5. PROCESSO DE LIOFILIZACAO DA LARANJA,
COMPOSICAO ALIMENTICIA E FARMACEUTICA CONTENDO LARANJA
LIOFILIZADA. Nesta patente & descrito o processo de liofilizacdo do suco de laranja,
ja em nossa patente descrevemos a obtengdo de polpas processadas. Aléem disso,

especificamos as etapas de congelamento com temperatura e periodo padromizados, o
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que se diferencia da refenda patente, que utiliza congelamento em nitrogémo liquido.
Outra diferenca esta na etapa de liofilizacdo, pois a referida patente utiliza a faixa de
pressio de 1 a 3x107 mBar e nio descreve o periodo de exposicdo. Os inventores nio
descrevem os demais valores utilizados come parametros diferenciais do processo de
liofilizacdo, tais como velocidade, vacuo e periodo de exposigdo. Nesta patente, &
apresentado o suco de laramja hofilizado como produte final para ser utilizado na
ndustria farmacéutica, porem nio foi demonstrado ou descrito suas propriedades
farmacologicas. Neste sentido, a referida patente ndo se assemelha com o proposto em
nossa invencgdo. que descreve o processo para obtengdo de pelpas de frutos e demonstra
atraves de ensalos in vitro a capacidade de preservar suas propriedades funcionais e

nutracéutica.

[026] LIOFILIZACAO DE FRUTAS TROPICAIS. (MARQUES. L. G. (2008).
Liofilizacio de frutas tropicais. Disponivel em:
https://repositorio ufscar br/handle/ufscar/3870). A referida Tese analisa o processo de
liofilizacdo de frutas tropicais como o abacaxi, acerola, goiaba, mamfo papaya e manga.
Os frutos anahisados na Tese sdo distintos aos descritos em nossa mnvengio “frutos do
Cerrado™ (pequi, guavira, marolo, bam, araca e mangaba). Na descricio metodologica
da Tese, as etapas envolvidas no processo de liofilizacdo. inicia-se com trés tipos
congelamentos (nitrogémio liquido. vapor de nifrogémio e freezer convencional), em
nosso processo utilizamos apenas o equipamento Ultrafreezer. Somente a temperatura
em freezer convencional foi deserita pelo autor, sendo de -16 °C por 24 horas, em nossa
mvencdo descrevemos a temperatura de -80 °C por 24 horas em Ultrafreezer. Com
relacdio a etapa de liofilizagdo, o autor descreve os pardmetros de pressdo total 1.3x10°
'mbar e temperatura da cimara de secagem de -30 °C. estes parametros sio msuficientes

e nio se assemelham com os descritos em nossa mvencéo (0,050 mmHg de pressio total
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e - 40°C para temperatura da camara de secagem). Cabe ressaltar, que os frutos
analisados na referida Tese, sdo utilizados integralmente (casca, polpa e sementes) a fim
de se obter pardmetros que envolvem a determinacio das propriedades fisicas, térmicas
e cmenica de secagem. e amnda como conclusio o desenvolvimento de um modelo
matematico do processo liofilizacdo. Neste contexto, os objetivos da referida Tese nio
se assemelham com processo de producdo propostce em nossa mmvencdo, pois
apresentamos etapas de obtencio das polpas de frutos como parte integrante do processo

capaz de preservar as propriedades funcionais e nutracéuticas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[027] Descriciio metodolégica sobre as fases de obtencio das polpas processadas
dos frutos natives do Bioma Cerrado:

[028] Os frutos foram adquiridos no comércio local e selecionados de acordo com as
condi¢cdes 1deais de maturagédo e sem danos aparentes. Toda a manipulacio dos frutos e
processamentos das polpas dos frutos, produto de origem vegetal in natura, foi
realizada no Laboratorio de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambiental
(LPCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) em Dourados, MS.

[029] A FIGURA 1 representa as etapas para obtencdo das polpas processadas.

[030] A Figura 2 apresenta as polpas processadas apresentam coloracdes caracteristicas,
aromas e sabores preservados.
[031] As Figuras 3; 4; 5; 6; 7 e 8 apresentam a comprovacdo in vitro da atividade

antioxidante promovida pelos frutos 1a captura do radical livre DPPH

[032] As etapas sdo descritas, como exemplo. pelas seguintes fases:
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1. Fase de lavagens: Na primeira lavagem dos frutos deve ser utilizada agua potavel
corrente para retirada de residuos.
2. Fase de sanitizaciio: Os frutos previamente lavados sdo imersos durante 15 minutos
com dicloreisocianurato de sodio dihidratado (6.25%). equivalente a 3.5% de cloro
ativo;
3. Fase de lavagens: Os frutos samitizados passam pela segunda lavagem com agua
potavel para garantir a qualidade do processo;
4. Fase de despolpamento: Os frutos sdo despolpados mamualmente com auxilio de
peneiras de mox para retirada das sementes e ao final toda polpa € coletada. inclusive o
conteudo que fica retido na peneira. Para o fruto pequi, a polpa € retirada do mesocarpo
interno com auxilio de laminas inoxidaveis;
5. Fase de congelamento: As polpas obtidas devem sofrer um congelamento abrupto
sob a temperatura de -80° C durante 24 horas;
6. Fase de liofilizacio: As polpas devem ser submetidas ao processo de secagem em
liofilizador (modelo Alpha 1-2 LDplus, Christ®) sob a temperatura de -40° C, vacuo
inferior a 0,5 mmHg, velocidade constante de liofilizacdo de 1lmm/h e pressdo final de
0.050 mmHg durante 48 horas:
7. Fase de maceracio: As polpas resultantes do processo de liofilizacéio devem ser
maceradas com auxilio do pistilo de porcelana ou outro método mecanico de
maceragio;
8. Fase de tamisacio: As polpas maceradas sdo tamisadas com peneiras com orificios
de 48 mesh (0.300 mm):
9. Fase de armazenamento: polpas hofilizadas., maceradas e tanmsadas devem ser
armazenadas protegida da luz, umidade e mantida sob congelamento (-80° C) até o

momento do uso.
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[033] Posteriormente, as polpas liofilizadas devem ser armazenadas protegida da luz,
umidade e mantida sob congelamento (-80° C) até o0 momento do uso. O rendimento da

polpa liofilizada foi calculado de acordo com a equacdo a seguir:

M polpa
R% = M Liofilizada

[034] Onde, R% representa a porcentagem de rendimento da polpa processada. M polpa

a massa da amostra in natura (g) e M liofilizada resultante do processo de liofilizacio

(2).

[035] Os rendimentos das polpas processadas foram expressos em percentuais, a polpa
de Carvocar brasilense (pequi) apresentou rendimento de 43,73%. isto &, em 100g de
polpa in natura, tem-se 43, 73g de polpa processada. Para a polpa de dnonna crassiflora
{marolo), o rendimento fo1 de 21%, 1sto €, em 100g de polpa m natura, tem-se 21g de
polpa processada. Para a polpa de Hancernia speciosa (mangaba) foi de 28 41%, isto &,
em 100g de polpa in matura, tem-se 28 4lg de polpa processada. A polpa de
Campomanesia adamantium (guavira) apresentou rendimento de 12.09%, isto é, em
100g de polpa in natura, tem-se 12 09g de polpa processada. O rendimento da polpa de
Psidium guineense (aracga) fo1 de 20%, 1sto €, em 100g de polpa in natura, tem-se 20g
de polpa processada. Notavelmente a polpa de Dipteryx alata (barmu) apresentou
rendimento de 67%. 1sto €, em 100g de polpa in natura, tem-se 67g de polpa

processada.

[036] As polpas processadas apresentam coloracdes caracteristicas, aromas e sabores

preservados (Figura 2).
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[037] Descricio metodologica para determinar a presenca de compostos
antioxidantes nas polpas dos frutos natives do Bioma Cerrado:

[038] Para detectar a presenca de compostos antioxidantes realizamos ensaios
colorimétricos a partir das polpas processadas dos frutos (NAGATA, M. &
YAMASHITA, I. Simple method for simultaneous determination of chlorophyll and
carotenoids m tomato fruit. Journal of The Japanese Society for Food Science and
Technology, v.39 (10). p.925-928,1992). Na determinacdo dos compostos antioxidantes
lipofilicos p-caroteno e licopeno. foram utilizados (150 mg) de polpa processada,
vigorosamente agitadas em 10 ml. de uma mistura acetona-hexano (4:6. v/v) por 1 min.
e filtrada utlizando papel de filtro qualitativo Whatman® Grau 4. As absorbancias do
filtrado foram mensuradas em espectrofotdmetro em 453, 505, 645 e 663 nm. Os
conteudos de P-caroteno e licopeno foram calculados de acordo com equagdes
matematicas: f-caroteno = 0,216 x Abs663 - 1,220 x Abs645 - 0,304 x Abs505 + 0,452
x Abs453 e Licopeno = -0.0458 x Abs663 + 0,204 x Abs645 + 0,304 x Abs505 - 0,0452

x Abs453. Os resultados foram expressos em mg/100 g de polpa processada.

[039] A concentragcdo de acido ascorbico foi determunada atraves do meétodo
titulométrico de acordo com (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS. Official methods of analysis of AOAC international. 16th ed.
Gaithersburg: AOAC International. v.1 p. 1141, 1996.) e (BENASSL M. D. T. &
ANTUNES, A. ]. A companson of metaphosphoric and oxalic acids as extractants
solutions for the determination of vitamin C in selected vegetables. Arquivos de
Biologia e Tecnologia. v.31 (4). p.507-13, 1988). Imicialmente. 0.5 g de polpa
processada foi homogeneizada vigorosamente em 50 ml de acido oxalico. Na
sequéncia, 20 mL desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 30 mL e o

volume fo1 completado com acido oxalico. A mmstura fo1 filtrada. utilizando papel de
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filtro qualitativo Whatman® Grau 4. O filtrado fo1 utilizado para titular uma solugio do
mndicador 2,6—diclorofonolindofenol-sodio (DCFI). A titulagio for finalizada pela
presenca da coloracdo rosa persistente por 15 segundos. O acido ascérbico foi utilizado
como controle padrio. Os resultados foram calculados com base na seguinte equagio e

expressos em mg de acido ascorbico/100 g de polpa processada:

mgVit.C DCFl 100 M, +M 3. 50mL
— GMOSEra we w sowente T amostral % F
100 Famoztra DECFIpgdran Mamostra Mpolpa processada iomL
M 1
F="2_xI10
50 25

[040] Onde, DCFLusta © DCFLase sdo respectivamente o volume gasto na titulacio da
amostra e do padrdo em mL. Mumosra, Meowveme € Mpoipa processaaa 580 respectivamente a
quantidade em massa de amostra, de solvente adicionado para a titulagde da amostra e
de aliquota da amostra (g). F € a quantidade de acido ascorbico necessaria para reduzir o
DCFI (mg) e M.s é a quantidade em massa de acido ascorbico (mg). Foram realizados
trés ensaios independentes em triplicatas.

[041] Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidos de contenido de pigmentos
lipofilicos antioxidantes e acido ascorbico. Estes compostos sdo descritos na literatura
pela capacidade de atmar contra o estresse oxidatrvo neutralizando radicais livres atraves
de doagdo de atomos de hidrogénio efon sequestro de elétrons. Determinados radicais
Irvres podem ser meutralizados na presenca de compostos antioxidantes doadores de
eletrons ou atomos de hidrogémio (CELEP, E, AYDIN, A & YESILADA E A
comparative study on the in vitro antioxidant potentials of three edible fruits: cornelian
cherry, Japanese persimmon and cherry laurel. Food and Chemical Toxicology: 30(9).

3329-3335,2012).
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Tabela 1 - Resultados obtidos de conteiido de pigmentos lipofilicos
antioxidantes e scido ascérbico

Polpa i
f-caroteno Licopeno Acido ascérbico
processada mg's mg/g mg/100g
C. brasiliense (pequi) ND. 1.870£0,192 600.22+6,54
A. erassiflora (marolo) 0366005  0,036+0,003 205,61 £ 0,58
0.026=0,00
H. speciosa (mangaba) 7 0.120=0.002 809.29+28 84
0.,062£0,01
C. adamantium (guavira) 4 0.029+0,010 1454 462717
D. alata (baru) N.D. 0,033 0,001 11348 £15,91
0,105+
P. guinense (araca) 0,01 0.050 £ 0,005 117.00 + 32 63

N.D. = Néo detectavel na metodologia utilizada.

[042] Descricio metodolégica da atividade antioxidante das polpas processadas dos
frutos nativos do Bioma Cerrado:

[043] A atividade antioxidante das polpas processadas dos frutos foi determinada in
vitre através do meétodo de captura de radical livre 2.2-diphenyl-1-picryvlhydrazyl
(DPPH). A atridade de captura do (DPPH+) foi avaliada conforme descrito por
GUPTA, D.. & GUPTA, R. K Bioprotective properties of Dragon's blood resin: 1n vitro
evaluation of antioxidant activity and antimicrobial activity. BMC Complementary and
Alternative Medicmne: v. 11, n. 1, p. 13, 2011). Inicialmente as polpas processadas de
cada fruto foram preparadas para os ensaios, para 1sto 0,005 g das polpas processadas,
foram ressuspendidos em 5 mL de agua ultrapura esteril. As polpas em solugio foram
homogeneizadas durante 5 minutos em vortex. Em seguida, acondicionados em tubos
protegidos da luz e mantidos refigerados a 4° C por 24 horas. Posteriormente,
misturou-se 0.2 mL das polpas em solugdo (0.1 — 5000 pg/mL) com 1.8 mL da solugdo

de DPPH+ (0.11 mM) diluido em etanol 70 %. Cada mistura foi homogeneizada e
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mmcubada em temperatura ambiente durante 30 munutos e protegida da luz. A
absorbancia for mensurada a 517 nm. O acido ascorbice (0.1 — 1000 pg/mLl) fo1
utilizado como antioxidante de referéncia (controle positive). Foram realizados trés
ensaios imndependentes em triplicata. A curva de mibicido foi preparada e os valores de
ICsp (concentragdo necessana para iibir 50 % dos radicais livres) foram calculados. A
porcentagem de elimimacéo do radical livre DPPH» fo1 calculada a partir do controle
(solugdo de DPPH= 0,11 mM) utilizando a seguinte equagio:

Captura do radical livre DPPH+ (%) = 1-(Abs amostra) /(Abs controle)=100

[044] Nossos resultados demonstraram as concentracdes capazes de mibir 50 % dos
radicars Irres (ICso em pg/ml) A concentracdo apresentada para o Carvocar
brasiliense Cambess (pequi) fo1 de 394.7£25.9; para Anenna crassiflora Mart (marolo)
fo1 de 2126,67+195,63; a Hancormia speciosa Gomes (mangaba) apresentou em
1555.10+16.60: a Campomanesia adamantitm (guavira) foi de 210,5228.0: a Dypterx
alata (baru) fo1 de 2306.33£101.83 e a Psidium guineense (araca) apresenton em
262,36+19 8. Fo1 possivel comprovar i vifre a atividade antioxidante promovida pelos
frutos via captura do radical livre DPPH (FIGURAS 3; 4; 5; 6; 7 8).

[045] Os contetidos de acido ascorbico e pigmentos hipofilicos estio entre os compostos
responsaveis pelas atividades antioxidantes observadas, e agregam valor nutricional e
biologico das polpas processadas dos frutos Carvecar brasiliense (pequi). Anenna
crassiflora (marolo); Hancornia speciosa (mangaba); Campomanesia adamantium
(guavira); Dypterx alata (baru) e Psidium guineense (araga).

[043] Em cenclusio, as polpas obtidas por este processo apresentam qualidade superior,
pois sdo capazes de conservar a maioria das propriedades funcionais dos frutos, como
nutrientes, cor. aroma e sabor. Com este processo as polpas possuem maior estabilidade.

esterilidade e facilidade de reconstituicio em solventes orgamicos e morganicos. Além
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disso, este processo reduz a umidade das polpas, tornando possivel seu armazenamento
por longos periodos de tempo.
[046] As polpas obtidas por este processo sio capazes de preservar os constituintes
quimicos, propriedades nutricionais e atividades biologicas inerentes aos frutos, pois
este processo ocorre a baixa temperatura na auséncia de oxigémo, mativando enzimas
de degradacio e imobilizando moléculas reativas, bem como promovendo a estabilidade

de moléculas antioxidantes.
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REIVINDICACOES

1. Processo de produgdo de polpas liofilizadas de frutos do cerrado. caracterizado
por processar polpas de frutos utilizando pelo menos uma das seguintes etapas:

- Selecdo dos frutos de acordo com a integridade e maturagio:

- Primeira lavagem;

- Sanitizagdo;

- Segunda lavagem;

- Despolpamento;

- Congelamento;

- Liofilizagdo:

- Maceragao:

- Tamizagdo, e:

- Armazenamento.
2: Processo de produgdo de polpas liofilizadas de frutos do cerrado, conforme
rervindicagdo 1. caracterizado por preservar propriedades funcionais e nutracéuticas

dos frutos.

3. Processo de producdo de polpas liofilizadas de frutos do cerrado, conforme
rervindicagdo 1. caracterizado por produzir polpas para reconstituicdo em solventes

Organicos e inorganicos, aumentar tempo de armazenamento, estabilidade e esterilidade.

4. Processo de produgdo de polpas liofilizadas de frutos do cerrado, conforme

rervindicagdo 1 e 2, caracterizado por selecionar um dos seguintes frutos Caryocar
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brasiliense Cambess (pequi): Anonna erassiflora Mart (marolo); Hancornia speciosa
Gomes (mangaba); Campomanesia adamantium Q. Berg (guavira); Dvprerx alata
Vogel (baru) e Psidium guineense Swartz (araca), para uso mndividual ou por
combinacio.

5. Processo de produgiio de polpas liofilizadas de frutos do cerrado, conforme
reivindicacdo 1 e 2. caracterizado por rendimento da polpa a partir de 12.09% até

67%.

6. Processo de produgdo de polpas liofilizadas de frutos do cerrado, conforme
remvindicagdo 1, caracterizado por conter pelo menos um dos compostos de S-

caroteno, Licopeno e/ou Acido ascorbico.

7. Uso do Processo de produgice de polpas liofilizadas de frutos do cerrado,
conforme remvindicagio 1, caracterizade por preparar extratos aquosos para
suplementos alunentares e/ou composigio de produtos funcionais e/ou nutracéuticos

efou fitoterapicos com propriedades antioxidantes.

8. Uso do processo de producéo de polpas lhiofilizadas de frutos do cerrado. de
acordo com as reivindicacdes 1 a 4, caracterizado por compostos bioativos para
suplementos alimentares e/ou composicio de produtos funcionais efou nutracéuticos

efou fitoterdpicos para o consumo humano e/ou animal.
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FIGURAS
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FIGURA 4
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FIGURAS
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FIGURA 7
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RESUMO

PROCESSO DE PRODUCAO DE POLPAS LIOFILIZADAS DE FRUTOS DO
CERRADO, a presente invencdo refere-se ao processo para obtencdo de polpas
processadas de frutos nativos do Cemrado capaz de preservar suas propriedades
funcionais e nutracéuticas, as etapas de processamento para obtengdo da polpa passam
pelas técnicas de primeira lavagem, selecdo. sanitizacdio. segunda lavagem.
despolpamento, congelamento, liofilizacio, maceracdo, tamisacio até armazenamento
da polpa processada, as andlises realizadas com as polpas obtidas a partir deste
processo. demonstram a preservagio de diferentes compostos bioativos, e amnda, suas
atividades antioxidantes i vifre, assim, polpas de diferentes frutos obtidas por este
processo podem ser utilizadas pela industria alimenticia em formulagdes de diversos
produtos (sucos. biscoitos, bolos. geleias, sorvetes e outras sobremesas) e na industria
farmacéutica para o desenvolvimento de produtos nutracéuticos efou fitoterapicos
(saches. xaropes e capsulas). as polpas obtidas por este processo atenderdo diferentes

nichos de mercado atentos as propriedades funcionais e nutracéuticas de frutos do

Cerrado.
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5.2 Campomanesia adamantium O Berg.: um fruto nativo do Brasil capaz de
proteger contra o estresse oxidativo e promover aumento da longevidade em

Caenorhabditis elegans via SOD-3, GST-4 e fator transcricional DAF-16

Destaques:

O fruto guavira é nativo do Bioma Cerrado originario do Brasil.
Perfil fitoquimico identificou compostos bioativos antioxidantes.
In vitro, CAFP demonstrou atividade antioxidante.

In vivo, CAFP exibe efeito protetor contra o estresse térmico e oxidativo.

In vivo, CAFP promove longevidade via translocacdo de DAF-16, expressdo de SOD-3

e GST-4.

Resumo graéfico:
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Resumo

Campomanesia adamanium O. Berg. é uma espécie frutifera nativa do bioma
brasileiro Cerrado, seus frutos sdo consumidos in natura pela populacdo. O presente
estudo caracterizou a composi¢do quimica da polpa dos frutos (CAFP), investigou o
potencial antioxidante in vitro e in vivo, bem como os pardmetros toxicologicos e seus
efeitos biologicos em Caenorhabditis elegans. O perfil dos constituintes quimicos
obtido por LC-DAD-MS identificou 27 compostos, entre eles, compostos fenolicos,
flavonoides e &cidos carboxilicos organicos. Além de pigmentos lipofilicos e éacido
ascorbico. A atividade antioxidante in vitro foi analisada pelo método de captura de
radicais. In vivo, CAFP ndo demonstrou efeitos de toxicidade aguda, reprodutiva e
locomotora. Promoveu protecdo contra o estresse térmico, oxidativo, e aumento da
expectativa de vida em C. elegans. Aumento da expressdo das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase e glutationa s transferase e ativou o fator transcricional DAF-16.
Em suma, estes dados demonstram o potencial funcional e nutracéutico da espécie

frutifera C.adamantium nativa do Cerrado brasileiro.

Palavras-chave: Guavira; Antioxidante; C. elegans; Estresse oxidativo; Expectativa de

vida; Nutracéutico
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1. Introducgéo

O Cerrado é um dos hotspots mundiais de biodiversidade, reconhecido como a
Savana tropical mais rica do mundo, abrigando aproximadamente 12 mil espécies de
plantas nativas ja catalogadas das quais varias tém forte impacto cultural e econémico
nas comunidades locais (Peixoto et al., 2019). Destacam-se pela relevancia regional, as
espécies madeireiras, tintoriais, ornamentais, medicinais e alimenticias. Os géneros
alimenticios apresentam diferentes espécies que produzem frutos comestiveis, com
formas variadas, cores atrativas e sabor caracteristico (Rodrigues, 2001).

As espécies frutiferas do Cerrado apresentam grande quantidade e diversidade
de compostos bioativos, e estes podem ser benéficos para a saude humana,
representando uma potencial fonte de alimentos com propriedades funcionais a ser
incorporada na alimentacdo, ou ainda, serem utilizados nas indUstrias cosmética e
farmacéutica (Siqueira et al., 2013).

Os frutos sdo considerados excelentes fontes de compostos antioxidantes
naturais que compde a dieta humana, sendo estes, um grupo heterogéneo de moléculas
que possuem habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, além de seus radicais
intermediérios estaveis impedirem a oxidacdo de moléculas no organismo (Zou et al.,
2017). Os beneficios advindos do consumo de frutos podem ser atribuidos a presenca de
compostos especificos, tais como, minerais, fibras, vitaminas, compostos fenolicos e
flavonoides. Todos nutrientes intimamente relacionados a reducdo no risco de doencas
cardiovasculares e doencas cronicas (Heffron et al., 2017; Perez-Cornago et al., 2017).
As atividades bioldgicas de um determinado alimento estdo associadas as interacdes
bioquimicas sinérgicas ou antagbnicas entre nutrientes, promovendo respostas
fisiologicas capazes de modular o metabolismo em processos de estresse oxidativo
(Businaro et al., 2018). Desta forma, alimentos que atuam em vias de sinalizagdo
capazes de minimizar o estresse oxidativo podem modular e retardar a progressdo do
envelhecimento (Vauzour, 2012).

Dentre estes frutos nativos, esta a Campomanesia adamantium O. Berg
(Myrtaceae), uma espeécie frutifera distribuida em regides com predominio do Bioma
Cerrado, também conhecida popularmente como guavira ou gabiroba. Os frutos
produzidos por esta espécie estdo disponiveis por um curto periodo de tempo durante o

ano, o que dificulta a sua producgéo e comercializagéo.
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Na medicina popular, as folhas e frutos da C. adamantium sdo utilizados como
antirreumatico, antidiarreico, hipocolesterolémico e anti-inflamatério (Viscardi et al.,
2017a). Cientificamente, diferentes partes desta planta ja foram descritas por
apresentarem propriedades farmacologicas diversas. As folhas e raizes demonstram
atividade anti-leucémica via ativacdo de célcio intracelular, caspase-3 e inducdo de
apoptose (Campos et al., 2017). Além disso, as raizes apresentam atividades
antioxidantes in vitro e in vivo, e efeitos redutores de colesterol e triglicerideos séricos
(Espindola et al.,, 2016). O dleo essencial dos frutos demonstra atividades anti-
inflamatoria e antinociceptiva (Viscardi et al., 2017a). As cascas dos frutos apresentam
efeitos antihiperalgesico, antidepressivo e anti-inflamatorio (De Souza et al., 2016),
sendo ainda capaz de inibir as cliclooxigenases 1 e 2 e a agregacédo plaquetaria (Lescano
et al., 2018). A polpa dos frutos sdo descritas por sua acdo antiproliferativa contra
celulas de melanoma murino (Lima e Silva et al., 2018) e atividade antioxidante in vitro
capaz de proteger contra agente indutor de estresse oxidativo em modelo celular de
hepatoxicidade (De Oliveira Fernandes et al., 2015).

Apesar da existéncia de estudos cientificos que demonstram propriedades
funcionais de diferentes partes vegetais da C. adamantium, ainda s&8o escassos 0S
estudos relacionados as propriedades bioldgicas e nutracéuticas dos frutos, a parte
vegetal diretamente consumida pela populacéo.

Desta forma, os objetivos deste estudo foram determinar a composi¢ao quimica,
caracterizar compostos antioxidantes, avaliar a atividade antioxidante in vitro e in vivo
da polpa do fruto C. adamantium, bem como investigar parametros toxicologicos e

efeitos na expectativa de vida em Caenorhabditis elegans.

2. Material e métodos

2.1. Coleta do material vegetal e preparacdo da polpa de C. adamantium

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento tradicional associado
(SisGen), cadastro nimero AAG6FADF). Os frutos da espécie C. adamantium foram
coletados em fragmentos do Bioma Cerrado, localizado no municipio de Dourados (S
21°59° 41,87 ¢ W 55° 19’ 24,9”), estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Para obtengdo da polpa do fruto C. adamantium (CAFP), os frutos foram
lavados em agua corrente para eliminacdo de impurezas, sanitizados por imersdo em
solucdo Sumaveg® (3,3 g/L de agua) durante 15 min, lavados com agua potavel,
despolpados, seguido liofilizacdo e acondicionados a - 80 °C. O rendimento da polpa

liofilizada foi calculado pela seguinte equagéo:

eso da polpa fresca x 100
Polpa liofilizada (%) = P polpa f @)

peso resultante do processo de liofilizagio (g)

Para os ensaios experimentais, 0,005 g de CAFP foi ressuspendida em 5 mL de
agua ultrapura estéril e homogeneizada por agitacdo constante por 5 min. Em seguida,
acondicionado em tubos protegidos da luz e mantidos refrigerados a 4 °C por 24 h,
buscando obter uma maior dissolucdo da polpa e seus constituintes quimicos. Somente,

apos este periodo a CAFP foi utilizada nas anélises experimentais.

2.3. ldentificagdo dos constituintes por LC-DAD-MS

A amostra de CAFP (40 mg) foi macerada com metanol, agua desionizada e
acido férmico a 0,1% (7: 3, v/v) (3 mL) por 15 min no banho ultra-sénico.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado em Millex®
(membrana de PTFE, 0,22 um) para injecdo no sistema cromatografico (volume de
injecdo 5 pL). A amostra foi injetada em um UFLC Prominence Shimadzu acoplado ao
detector de diodos (DAD) e um espectrdmetro de massa (MicrOTOF-Q IllI, Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA). A coluna Kinetex C18 (2,6 pm, 150 + 2,1 mm,
Phenomenex) foi utilizada para andlises e aplicacdo de vazdo de 0,3 mL/min,
temperatura do forno de 50 °C. A fase mdvel foi composta por dgua deionizada
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos adicionaram acido férmico a 0,1% (v/v)
e 0 seguinte perfil de eluicdo com gradiente foi aplicado: 0-2 min 3% B, 2- 25 min 3-
25% B, 25-40 min 25-80% B e 40-43 min a 80% B. Para as anélises de MS, o
nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador a 4 Bar, gas seco a 9 L/min e gas de

colisdo. As analises foram adquiridas nos modos i6nico negativo.
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2.4. Determinagéo dos compostos fenolicos e flavonoides totais
Para determinacdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides a CAFP foi

centrifugada a 5000 rpm durante 10 min e o sobrenadante utilizado nas analises.

2.5. Compostos fenolicos

Os teores de compostos fendlicos presentes na CAFP, foi determinado através
do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Para isso, 2,5 mL de reagente de Folin—
Ciocalteu (1:10 v/v, diluido em &gua destilada) foram adicionados a 0,5 mL de CAFP
(na concentracdo de 500 pg/mL). Esta solucdo foi incubada no escuro durante 5 min.
Subsequentemente, 2,0 mL de carbonato de sédio aquoso a 14% (Na.COs) foram
adicionados e incubados a temperatura ambiente, durante 120 min, protegidos da luz. A
absorbancia foi mensurada a 760 nm utilizando um espectrofotometro T70 UV/Vis (PG
Instruments Limited, Leicestershire, UK). O &cido galico (0,0004 — 0,0217 mg/mL) foi
utilizado para construcdo da curva padrdo de calibragdo. O teor de compostos fendlicos
presentes na CAFP foi expresso em mg equivalente ao acido galico (GAE)/g de polpa.

Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.6. Flavonoides totais

Para determinacéo dos teores de flavonoides na CAFP uma solucéo etandlica de
hexa-hidrato de cloreto de aluminio a 2% (AIClz.6H20) (4,5 mL) foi adicionada a 0,5
mL de polpa (na concentracdo de 500 pg/mL) e esta solugdo foi mantida no escuro
durante 30 min em temperatura ambiente. Subsequentemente, as absorbancias foram
mensuradas a 415 nm (espectrofotbmetro T70 UV/Vis, PG Instruments Limited,
Leicestershire, Reino Unido). Foi utilizada na preparacdo da curva de calibracdo o
composto padrao quercetina (0,0004 — 0,0217 mg/mL). O conteudo total de flavonoides
na CAFP foi expresso em mg equivalente de quercetina (QE)/g de polpa. Foram
realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.7. Determinacdo de compostos lipofilicos

Para a determinacdo dos compostos antioxidantes lipofilicos [-caroteno,
licopeno e clorofila a e b foram utilizados (150 mg) da CAFP vigorosamente agitada em
10 mL de uma mistura acetona-hexano (4:6, v/v) durante 1 min, posteriormente filtrada
utilizando papel de filtro qualitativo Whatman® Grau 4. As absorbancias do filtrado
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foram mensuradas a 453, 505, 645 e 663 nm. Os teores de B-caroteno, licopeno e
clorofila a e b foram calculados de acordo com equacgBes matematicas: f-caroteno =
0,216 x Abs663 - 1,220 x Abs645 - 0,304 x Abs505 + 0,452 x Abs453; Licopeno = -
0,0458 x Abs663 + 0,204 x Abs645 + 0,304 x Abs505 - 0,0452 x Abs453; Clorofilaa =
0,999 x Abs663 - 0,0989 x Abs645 e Clorofila b = - 0,328 x Abs663 + 1,77 x Abs645.
Os resultados foram expressos em mg/100 g de CAFP. Foram realizados trés ensaios

independentes em triplicatas.

2.8. Determinacao do acido ascorbico

Para determinacdo da concentracdo de acido ascérbico, 0,5 g de CAFP foi
homogeneizada vigorosamente em 50 mL de acido oxalico (2%). Na sequéncia, 20 mL
desta solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com acido oxalico. A mistura foi filtrada, utilizando papel de filtro
qualitativo Whatman® Grau 4. O filtrado foi utilizado para titular uma solugdo do
indicador (DCFI) 2,6-diclorofonolindofenol-sodio. A titulacdo foi finalizada pela
viragem da coloracéo rosa persistente por 15 s. O &cido ascorbico foi utilizado como
controle padrdo. Os resultados foram calculados com base na seguinte equacdo e

expressos em mg de &cido ascérbico/100 g de CAFP:

]‘?‘EQ'VI'I'. C — DCF'{nmosn'n 100 % [:Mso!z'a:lzra + Mﬁmosh*n) 20mL %
1uﬂgnmﬂsh'n DCF{pndrﬁo Mnmosh'n rn’po!pﬁ 10mL
M 1
F=—Ax—x10
50 25

Onde, DCFlamostra € DCFlpadrao S80 respectivamente o volume gasto na titulacdo da
amostra e do padrédo em mL, Mamostra, Msolvente € Mpolpa S80 respectivamente a quantidade
em massa de amostra, de solvente adicionado para a titulacdo da amostra e de aliquota
da amostra (g). F é a quantidade de acido ascérbico necessaria para reduzir o DCFI
(mg) e Maa é a quantidade em massa de &cido ascorbico (mg). Foram realizados trés

experimentos independentes em triplicatas.
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2.9. Atividade antioxidante in vitro

2.9.1. Atividade de captura do radical livre DPPH®

Para avaliar a atividade de captura do radical livre DPPH" (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), misturou-se 0,2 mL da CAFP (0,1 — 1000 pg/mL) com 1,8 mL da
solucdo de DPPH (0,11 mM) diluido em etanol 70%. A mistura foi homogeneizada e
incubada em temperatura ambiente durante 30 min e protegida da luz. A absorbéancia foi
mensurada a 517 nm. O acido ascorbico e 0 BHT hidroxitolueno butilato (0,1 — 1000
pg/mL) foram utilizados como antioxidantes de referéncia (controles positivos). Foram
realizados trés ensaios independentes em triplicatas. A curva de inibicdo foi preparada e
os valores de I1Cso (concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais livres) foram
calculados. A porcentagem de eliminagdo do radical livre DPPH" foi calculada a partir

do controle (solugéo de DPPH 0,11 mM) utilizando equagé&o a seguir:

Atividade de captura do radical livie DPPH" (%) = 1 — 2222M252 o 109

Abs controle

2.9.2. Ensaio de descoloragéo do radical ABTS™

A capacidade de captura do radical ABTS™ (2,2-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) foi realizada a partir da mistura 5 mL da solucéo
de ABTS (7 mM) e 88 L da solucdo de persulfato de potassio (140 mM). A mistura foi
mantida durante 12-16 h em temperatura ambiente, protegida da luz. Em seguida, a
solugdo foi diluida em etanol absoluto até obter uma absorbéncia de 0.70 + 0.05 a 734
nm. Posteriormente, 20 pL da CAFP (0,1 — 1500 pg/mL) foi misturada com 1980 pL do
radical ABTS™. A solucdo foi homogeneizada e incubada durante 6 min. em
temperatura ambiente e protegida da luz. A absorbancia foi mensurada a 734 nm. O
acido ascorbico e o BHT foram utilizados como antioxidantes de referéncia (controles
positivos). Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas. A curva de
inibicdo foi preparada e os valores de ICso foram calculados. A porcentagem de inibicdo

do ABTS™ foi determinada de acordo com a seguinte equacéo:

Abs controle—Abs amostra

Inibigdo do radical ABTS™ (%) = ( ) x 100

Abs controle
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2.10. Ensaios in vivo

2.10.1. Cepas e condigdes de manutencgéo de Caenorhabditis elegans

Para a realizacdo dos ensaios in vivo, foram utilizados nematoides tipo selvagem
N2 Bristrol e as cepas transgénicas TJ356 ([daf-16p:daf-16a / b:GFP + rol-6(su1006)]);
CF1553 (muls84 [(pAD76) sod-3p:GFP+rol-6(su1006)]) e CL2166 (dviIs19 [(pAF15)
gst-4p::GFP::NLS] Il1), obtidas do Caenorhabditis Genetics Center (CGC), Minnesota,
EUA. Os nematoides foram mantidos em estufas incubadoras a 16 °C ou 20 °C,
cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura para crescimento Nematode
Growth Medium (NGM) e alimentados com bactérias Escherichia coli (OP50). As
bactérias utilizadas como alimento para os nematoides foram inativadas com o
antibiético Canamicina (10mM).

A cultura dos nematoides foi sincronizada com hipoclorito de so6dio a 2% e
hidréxido de sddio 5M. Nos ensaios de toxicidade aguda, os ovos resistentes a lise
alcalina foram coletados e transferidos para placas contendo apenas meio de cultivo
NGM e E. coli (OP50) até atingirem a fase L4. Para os ensaios de toxicidade
reprodutiva; toxicidade locomotora; estresses; expectativa de vida; expressdo de
superoxido dismutase; glutationa-S-transferase e fator transcricional DAF-16, 0s ovos
resistentes a lise alcalina foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultivo NGM, E. coli (OP50) ou concentracdes da CAFP (250, 500 ou 1000
pg/mL) até atingirem a fase L4.

2.10.2. Toxicidade aguda

Neste ensaio, avaliamos o efeito tdxico da exposicdo aguda da CAFP aos
nematoides N2. Para isto, em média 10 nematoides por poco, sincronizados em fase L4,
foram transferidos para microplacas de 96 pogos contendo meio de cultura M9 (100 uL)
e a CAFP (100 pL) em diferentes concentracdes (0,01 — 1 mg/mL). Posteriormente, 0s
nematoides foram incubados a 20 °C por 24 e 48 h. Como controle negativo, 0s
nematoides foram incubados apenas com meio de cultura M9 (200 pL). Apds o periodo
de incubacéo, a viabilidade dos nematoides foi avaliada pela sensibilidade ao toque com
auxilio de um fio de platina. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicatas.
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2.10.3. Toxicidade reprodutiva

Para avaliar a toxicidade reprodutiva analisamos os efeitos da CAFP sobre a
capacidade reprodutiva de nematoides. Para isto, foi quantificado nimero de progénies
viaveis durante o periodo reprodutivo de cinco dias. Neste ensaio, apds a sincronizacao,
cinco nematoides na fase L4 foram transferidos diariamente para novas placas contendo
com &gua (controle negativo) ou concentracdes da CAFP (250, 500 ou 1000 pg/mL). O
numero de progénie foi avaliado em cada placa apés alcancar a fase larval L3 ou L4. Os

resultados foram expressos pela média de trés ensaios independentes.

2.10.4. Toxidade locomotora

A avaliacdo do efeito da CAFP sobre a toxicidade locomotora dos nematoides
N2 foi realizada em duas fases do ciclo de vida dos nematoides (SFig. 1), sendo a
primeira fase adulta correspondente ao periodo de ovo até o segundo dia em L4 e a
segunda fase de envelhecimento que compreende a fase L4 até o sétimo dia de vida.
Para isto, ap0s a sincronizacdo, em média 10 nematoides na fase L4 foram transferidos
diariamente para novas placas contendo os tratamentos com agua (controle negativo) ou
concentragfes da CAFP (250, 500 ou 1000 pg/mL) até atingirem as fases adulta e de
envelhecimento. Apds estes periodos, os nematoides foram transferidos para novas
placas contendo apenas meio de cultivo NGM, seguido da aclimatacdo durante 1 min e
posterior avaliacdo. Nas avaliacdes, foram quantificadas o numero de curvaturas
sinusoidais realizadas no periodo 30 s de locomoc¢do. Foram realizados trés ensaios
independentes com 10 nematoides por grupo em triplicatas.

Pré-tratamento com CAPF Tratamento com CAPF
A |

f )
) Fase Adulta Fase de envelhecimento
Dia7
L _

f
ia i Dia 2
—_— s AR AN — PN i — A2 s — N

SFig. 1. Esquema representativo dos tratamentos com a polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) durante

as fases distintas do ciclo de vida de C. elegans.
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2.10.5. Protecao contra o estresse térmico

Nos ensaios de protecdo contra o estresse térmico, em média 20 nematoides na
fase L4 foram pré-tratados por 30 min com agua (controle negativo) ou concentracdes
da CAFP (250, 500 ou 1000 pg/mL). Em seguida foram transferidos respectivamente,
para novas placas contendo meio NGM/E. coli (OP50) e agua ou CAFP (250, 500 ou
1000 pg/mL). O estresse térmico foi induzido pelo aumento da temperatura de cultivo
de 20 °C para 37 °C, e avaliado a cada hora de exposicéo pelo periodo experimental de
6 h. A viabilidade dos nematoides expostos a 37 °C nos diferentes periodos de
incubacdo foi confirmada ap6s o periodo de recuperacdo de 16 h sob 20 °C, pela
sensibilidade ao toque utilizando um fio de platina. Foram realizados trés ensaios

independentes em triplicatas.

2.10.6. Protecéo contra o estresse oxidativo

O ensaio de protecdo contra o estresse oxidativo foi realizado por exposi¢ao dos
nematoides ao agente oxidante Juglone (5-hydroxy-1,4-naphtho-quinone) na
concentracdo letal de 250 uM. Apds a sincronizacdo, em média 10 nematoides na fase
L4 foram pré-tratados por 30 min com agua (controle) ou concentragdes experimentais
da CAFP (250, 500 ou 1000 pg/mL). Posteriormente, foram transferidos para
microplacas de 96 poc¢os contendo 100 pL de meio de cultura M9, 100 pL da CAFP
(250, 500 ou 1000 pg/mL) e 50 pL de Juglone. Como controles, os nematoides
previamente incubados com agua, foram expostos a 250 puL meio de cultura M9
(controle negativo) ou 200 pL de meio M9 mais 50 pl Juglone (controle positivo).
Todas as microplacas foram incubadas a 20 °C e a viabilidade dos nematoides avaliada
a cada hora pelo periodo experimental de 6 h. A viabilidade dos nematoides foi
confirmada pela sensibilidade ao toque utilizando um fio de platina. Foram realizados

trés ensaios independentes em triplicatas.

2.10.7. Expectativa de vida

Nos ensaios de expectativa de vida foram utilizados nematoides N2 na fase L4.
No primeiro dia da fase L4 (dia 1), 20 nematoides por grupo foram transferidos para
novas placas de NGM + E. coli OP50 contendo agua (controle negativo) ou CAFP (250,
500 ou 1000 pg/mL). Durante os seis primeiros dias, correspondentes ao periodo de
reproducdo, os nematoides foram transferidos diariamente para novas placas NGM
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contendo os respectivos tratamentos. A partir do sétimo dia (Dia 7), as transferéncias
para novas placas ocorreram a cada dois dias. As avaliagOes consistiram em classificar
0S nematoides como mortos ou vivos até o dia de registro de morte do Ultimo
nematoides. Os nematoides eram considerados mortos quando ndo se movimentavam
com ou sem estimulo ao toque com um fio de platina. Os nematoides com ovos
eclodidos internamente ou ndo visualizados nas placas tiveram seus dados excluidos.

Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas.

2.10.8. Expressdo de SOD-3 e GST-4

Para analisar a expressdo das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD-3) e glutationa-S-transferase (GST-4), foram utilizadas as cepas CF1553 e
CL2166 marcadas com GFP. Apo0s a sincronizacdo, cinco nematoides na fase L4 foram
pré-tratados por 30 min com agua (controle negativo) ou concentragdes da CAFP (250,
500 ou 1000 pg/mL), foram imediatamente transferidos para laminas de microscopio
contendo levamisol 1mM como anestésico. Em seguida, foram realizadas as capturas
das imagens de nematoides individuais utilizando um microscopio de epifluorescéncia
(Nikon Eclipse 50i) conectado a cdmera digital (Samsung ST64). Imagens de cinco
nematoides por grupo foram expressas como media de pixels e a fluorescéncia relativa
de todo o corpo foi determinada usando o software ImageJ. Foram realizados trés

ensaios independentes em triplicatas.

2.10.9. Translocacéo de DAF-16

Para avaliar a translocacdo do fator transcricional DAF-16, utilizamos a
linhagem transgénica TJ356 com fusdo do gene repérter daf-16::GFP, o qual permite a
visualizacdo da localizacdo celular de DAF-16. Neste ensaio, apds a sincronizagdo, 30
nematoides na fase L4 foram pré-tratados por 30 min com agua (controle negativo) ou
concentragdes da CAFP (250, 500 ou 1000 pg/mL). Posteriormente transferidos para
laminas de microscépio. Para monitorar a translocacdo nuclear de DAF-16-GFP, foram
capturadas imagens dos nematoides utilizando um microscépio de epifluorescéncia
(Nikon Eclipse 50i) conectado a camera digital (Samsung ST64). As imagens dos
nematoides foram classificadas de acordo com a localiza¢do do GFP. Foram analisados

30 nematoides por grupo, sendo realizados trés ensaios independentes.
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2.11. Anélise estatistica

Utilizamos o software GraphPad Prism 5.1 (San Diego, CA, EUA) para realizar
as analises estatisticas. Os dados foram expressos como a media + erro padrao da média
(EPM). Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas usando o teste t de
Student para comparacédo entre dois grupos e analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Dunnett para comparacéo de dois ou mais grupos. Os ensaios de expectativa de
vida estdo representados pela curva de Kaplan-Meier e os valores de P foram calculados

pelo teste Log-rank. Os resultados foram considerados significativos quando P <0.05.

3. Resultados

3.1. Identificacéo dos constituintes por LC-DAD-MS

Os constituintes quimicos da polpa de frutos de C. adamantium (CAFP) foram
identificados por LC-DAD-MS, utilizando UV, massa exata e dados de MS/MS. Os
dados espectrais foram comparados aos dados relatados na literatura e alguns compostos
foram confirmados por injecao de padrdes auténticos (Fig. 1 e Tabela 1).
Os picos 1 e 2 revelaram os ions desprotonados em m/z 165.0415, 179.0574 e 191.0212,
que sdo potencialmente identificados como &cido pent6nico, hexose e acido citrico. Os
compostos 3 e 4 mostraram uma banda proxima a 280 nm nos espectros de UV. Seus
ions desprotonados (m/z 289.0739 e 577.1389) confirmaram as férmulas moleculares
C15H1406 € C30H26012, e esses dados sugeriram compostos flavan-3-ol e 4 um dimérico
(Nocchi et al., 2017). A partir de m/z 577, os ions do produto m/z 407 e 289
confirmaram a ligacdo de duas unidades de procianidina (tipo B). O fragmento m/z 407
é produzido a partir da fissdo retro de Diels-Alder e subsequentemente perda de uma
molécula de agua, confirmando dois substituintes hidroxila no anel B da procianidina
(catequina/ epicatequina) (Campos et al., 2017) e, portanto, foi identificado como
dimero de procianidina. Além disso, o composto 3 foi identificado e confirmado por
injecdo de padrdo como catequina. Os compostos 3 e 4 ja foram descritos em folhas de
C. adamantium (Campos et al., 2017).

O composto 5 revelou um ion intenso em m/z 453.1063 indicando C2oH22012. O
ion fragmento m/z 313 é produzido pela perda de um hidroxi-metoxi fenil, enquanto m/z

169 é relativo ao acido galico devido as perdas de um hidroxi-metoxi fenil e uma
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hexose. Esses dados sdo compativeis com o acido hidroxi-metoxi-fenil O-hexosil-galico
(Santos et al., 2017).

Os compostos 11-14, 18, 20-21 e 24 apresentaram espectros de UV semelhantes
ao acido elagico (Amax ~260 e 360 nm). O composto 12 revelou dados espectrais
compativeis com o &cido elégico (Reichert et al., 2018), que também foram confirmados
por injecéo de padrdo auténtico.

O ion fragmento em m/z 301 é relativo a molécula de acido elagico, que foi
produzido a partir de perdas de 132 e 146 u indicando os substituintes pentosil e
desoxihexosil (Campos et al., 2017 e Reichert, et al., 2018). Assim, o acido O-pentosil
elagico (11 e 13) e o acido O-desoxihexosil elagico (14) podem ser identificados. Esses
compostos foram identificados a partir de raizes de C. adamantium (Campos et al.,
2017). Os compostos 15-17, 19 e 22 apresentaram espectros de UV de flavondis (Amax
~ 260 e 350 nm) (Markham, 1982). Esses metabolitos apresentaram a mesma aglicona
(m/z 300), que é relativa a quercetina e sdo produzidos por perdas radicais de hexose,
pentose e desoxihexose (15-17 e 19). Portanto, 15-17 e 19 foram identificados como O-
hexosil quercetina, O-pentosil quercetina, O-pentosil quercetina e O-desoxihexosil
quercetina, esses compostos foram descritos a partir de folhas de C. adamantium
(Campos et al., 2017).

Os picos 18, 20, 21 e 24 revelaram ions fragmentos gerados por perdas de 15 u
(CHs") da molécula de acido elagico, como os ions m/z 300 [acido O-metil elégico -
CH3] - (por 18 e 20), 328 [O-trimetil elagico-CHz"] - (para 21), 313 [O-trimetil elagico-
2CH3"] - (para 21 e 24) e 298 [O-trimetil elagico-3CH3 ] - (para 21 e 24). Assim, 0s
compostos 18, 20, 21 e 24 foram identificados como acido O-pentosil-O-metil-elagico,
O-desoxi-hexosil-O-metil-elagico, derivado do &cido tri-O-metil-elagico e acido O-
trimetil-elagico (Campos et al., 2017, Reichert et al., 2018).

Além disso, 25 e 26 revelaram as bandas de absor¢cdo a 290 e 335 nm, que
indicavam flavanonas (Markham, 1982). Os ions desprotonados (m/z 269.0821 e
269.0827) caracterizaram a formula molecular Ci6H1404 € 0 produto ion m/z 165,
produzido pela fissdo retro de Diels-Alder, confirmou a presenca de substituinte metil
no anel A. Assim, os dados espectrais e o perfil de eluicdo sdo compativeis com 0s
metabdlitos 5,7-di-hidroxi 6-metilflavanona (25) e 5,7-di-hidroxi 8-metilflavanona (26)
(Coutinho, Kataoka, Honda, Coelho, Vieira, & Cardoso, 2010, Campos et al., 2017).
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Fig. 1. Cromatograma do pico de base no modo de ionizagdo negativa de C. adamantium
(CAFP). Os picos 1-27 foram identificados na Tabela 1.

Tabela 1. Constituintes identificados em C. adamantium (CAFP) por LC-DAD-MS.

Pico TR Composto uv Formula MS [M-H] MS/MS
(min) (nm) molecular (m/z2) (m/z)
1 1.2 Acido penténico - CsH1006 165.0415 -
- CeH1206 179.0574 -
2 1.6 Hexose - CeHsgOr 191.0212 -
3 9.0 Acido Citrico 282 CisH140s  289.0739 245, 203,
179
4 9.2 Catequina *" 281 CaoH26012  577.1389 407, 289,
245, 203
5 12.2 Dimero de procianidina 282 CooH22012  453.1063 313, 183,
169
6 12.3 Acido hidroxi metoxi-fenil O- 280 CisH2010  401.1471 245, 221,
hexosil-gélico 203, 191,
177, 164
7 12.7 NI 283 CooH10g  401.0905 301, 289,
245
8 13.5 NI - CaH32010  431.1948 153
9 14.2 NI 284,302°"  CpsHp012  513.1067 401, 301,
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10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

15.9
17.4

17.7

18.1

18.3

18.9

19.7

20.3

20.9

21.1

22.2

24.3

255

30.5

31.1

34.5

NI
NI

Acido O-pentosil elagico

Acido elagico

Acido O-pentosil elagico

Acido O-desoxihexosil elagico

O-hexosil quercetina

O-pentosil quercetina

O-pentosil quercetina

Acido O-pentosil O-metil-elagico

O-desoxihexosil quercetina

Acido O-desoxi-hexosil O-metil-
elagico
Derivado do 4cido tri-O-metil-
elagico

Quercetina "

NI

Acido O-trimetil elagico

282
255, 358

250, 360

252, 360

272, 360

265, 348

265, 355

260, 350

251, 352

251, 352

255, 360

270, 360

265, 357

285, 357

290, 333"

C17H30010
C19H14012

C14HsOs

C19H14012

C20H16012

C21H20012

C20H18011

C20H18011

C20H16012

C21H20011

C21H18012

C24H24015

CisH1007

C18H320s

C17H120s

C16H1404

393.1798
433.0438

300.9999

433.0436

447.0594

463.0900

433.0808

433.0798

447.0585

447.0938

461.0745

551.1073

301.0355

327.2191

343.0466

269.0821

289, 245,
215
301, 245,
229
283, 245,
229, 201,
173
301, 229
301, 245,
229
300, 271,
255, 243
300, 271,
255, 243
300, 271,
255, 243,
179
315, 300,
271
300, 271,
255, 243,
179
315, 300
343, 328,
313, 298
271, 255,
243, 179,
151
221, 211,
183, 171
313, 298,
270
227, 199,
183, 171,
165
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26 34.6 5,7-di-hidroxi 6-metilflavanona -294, Ci16H1404 269.0827 227, 199,
336" 165
27 35.8 5,7-di-hidroxi 8-metilflavanona - C14H2004 251.1288 233, 218,
207, 193,
167

TR: tempo de retencdo; NI: ndo identificado; st: confirmado por injecdo de padrdo auténtico.
Todas as formulas moleculares foram determinadas por massa precisa considerando erro e

mSigma até 10 e 30, respectivamente.

3.2. Rendimento e quantificacdo de compostos bioativos
O rendimento obtido da polpa in natura ap6s o processo de liofilizacdo foi de
12,09%. As concentragdes dos compostos bioativos presentes na CAFP estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos bioativos quantificados na polpa do fruto C. adamantium.

Compostos Resultados
Compostos fendlicos 3972,42 + 0,93 mg EAG/100g
Flavonoides 85,13 = 0,37 mg QE/100g
[-caroteno 0,062 + 0,014 mg/g
Licopeno 0,029 + 0,010 mg/g
Clorofila a 0,113 + 0,02 pg/g
Clorofila b 0,077 £ 0,031ug/g
Acido ascorbico 1454,46 + 27,17 mg/100g

Valores expressos como média + EPM.
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3.3. Atividade antioxidante in vitro

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro da CAFP, representada pela
concentracao capaz de inibir 50% (ICso) dos radicais DPPH" e ABTS™", esta apresentada
na Tabela 3. A CAFP foi mais eficiente na captura do radical ABTS™ em relacdo ao

radical DPPH", apresentando um ICsp aproximadamente 2,36 vezes menor.

Tabela 3. Atividades antioxidantes da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP).

DPPH" ABTS™
Amostras ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
Acido ascorbico 2,65+ 0.20 1,43 £ 0,09
BHT 14,58 + 2,15 10,15 + 0,94
CAFP 210,5 + 28,0 89,12 + 0,03

Valores expressos como média £ EPM.

3.4. Ensaios in vivo

3.4.1. Toxicidade aguda

Inicialmente avaliamos in vivo o pardmetro toxicidade aguda de diferentes
concentragdes da CAFP (0,01 — 1 mg/mL). As Fig. 2A e B respectivamente
demonstram que em nenhuma das concentracdes avaliadas a CAFP promoveu
alteracdes toxicoldgicas, representada pela viabilidade dos nematoides durante os
periodos de 24 e 48 h. A partir destes resultados definimos com seguranca as

concentracfes para 0s préximos ensaios.
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Fig. 2. Toxicidade aguda da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) em C. elegans N2 nos
periodos de (A) 24 h e (B) 48 h. Os valores sdo expressos como média £ EPM (n = 3). *p <
0.05 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle (M9).

3.4.2. Toxicidade reprodutiva

A avaliacdo do efeito da CAFP sobre o nimero de progénies viaveis dos
nematoides N2 representa um indicador de toxicidade reprodutiva. A Fig. 3A, mostra
qgue nenhuma das concentraces avaliadas da CAFP promoveu alteracdes no ndmero
diario ou total de progénies viadveis (Fig. 3B). Estes resultados indicam que o0s
tratamentos com as diferentes concentracbes de CAFP ndo promovem efeitos tdxicos

que interfiram nos padrdes fisioldgicos da capacidade reprodutiva dos nematoides.
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Fig. 3. Efeito da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) sobre a capacidade reprodutiva em
C. elegans N2. (A) namero diario de progénie e (B) nimero total de progénie em 5 dias. Os
valores sdo expressos como média £ EPM. * p < 0.05 quando o grupo tratado foi comparado

com o grupo controle.

3.4.3. Toxicidade Locomotora

O efeito da CAFP sobre a capacidade locomotora dos nematoides até as fases
adulto jovem e envelhecimento, representa um parametro de toxicidade importante em
fases distintas do ciclo de vida. Os resultados demonstram que a CAFP, ndo promove
declinio ou melhora na motilidade dos nematoides na fase jovem adulto (Fig. 4A). Por
outro lado, durante a fase de envelhecimento, pbde ser observada uma melhora
expressiva na motilidade dos nematoides tratados com as diferentes concentragdes da
CAFP (Fig. 4B). Nesta fase do ciclo de vida, a frequéncia de curvaturas corporais dos

nematoides no grupo controle foi de 9,95 + 0,45, enquanto que dos nematoides tratados
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com a CAFP foram 11,30 = 0,27 (250 pg/mL), 12,05 £ 0,35 (500 pg/mL) e 13,50 +
0,40 (1000 pg/mL). Respectivamente, estes resultados expressam melhora de 13,56%,

21,10% e 35,67% no numero de curvaturas corporais em comparagao ao grupo controle.
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B)
157 1 Controle
* 1 CAFP (250 pg/mL)
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0 T T
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Fig. 4. Efeitos da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) sobre a locomog&o de C. elegans N
(A) fase jovem adulto e (B) fase de envelhecimento. Os valores sdo expressos como média +

EPM. * p < 0.05 e *** p < 0.001 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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3.4.4. Protecdo contra o estresse térmico

No ensaio de protegdo contra 0 estresse térmico, é possivel observar o efeito
protetor da CAFP sobre a viabilidade dos nematoides durante o periodo de 6 horas (Fig.
5). Na primeira hora de exposicdo ao estresse térmico, o grupo controle apresentou
76,32 + 3,89% de nematoides viadveis, enquanto os nematoides tratados com CAFP 250,
500 e 1000 pg/mL, apresentaram respectivamente a viabilidade de 93,75 + 1,83%j;
89,46 = 3,57% e 90,00 + 5,00%, respectivamente. Ja ao final do periodo experimental
(6h), o grupo controle apresentou apenas 2,50 + 1,33% de nematoides viaveis, enquanto
0os nematoides tratados com CAFP 250; 500 e 1000 pg/mL a viabilidade foi
respectivamente de 13,89 + 1,62%, 13,42 = 4,40% e 23,33 +1,66%.

1007 M *;* * . I Controle
— CAFP (250 pg/ml)
r X B CAFP (500 pg/mi)
75 T mm CAFP (1000 pg/ml)
g
g 1
S 50 *
ke i -
>
o\c) *
25 .
0 T T T T T ’l‘ T 'll ﬂ
0 1 2 3 4 5 6

Tempo (h)

Fig. 5. Efeito protetor da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) em C. elegans N2 expostos
ao estresse térmico. Os valores sdo expressos como média + EPM. *p < 0.05; **p < 0.01; *** p

< 0.001 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle (Juglone).
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3.4.5. Protegao contra o estresse oxidativo

O aumento da resisténcia ao estresse oxidativo demonstra um efeito protetor
benéfico frente ao agente estressor Juglone um potente gerador de espécies reativas de
oxigénio. No ensaio de protecdo contra o estresse oxidativo os nematoides tratados com

a CAFP, foram capazes de resistir & acdo do agente quimico oxidante durante todo o
periodo de avaliagdo (Fig. 6).
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[ —

Tempo (h)

Fig. 6. Efeito protetor da polpa do fruto de C. adamantium (CAFP) em C. elegans N2 expostos
ao estresse oxidativo induzido por Juglone. Os valores sdo expressos como média + EPM. * p <

0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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3.4.5. Expectativa de vida

Buscando demonstrar a capacidade da CAFP em prolongar a vida, avaliamos os
efeitos da polpa sobre a expectativa de vida média e maxima de nematoides selvagens
N2. Os resultados demonstram que a CAFP aumentou a expectativa de vida média e
méaxima dos nematoides de maneira dose-dependente (Fig. 7 e Tab. 4). A expectativa
de vida média dos nematoides tratados com a CAFP foi prolongada em 3,5 dias (250
pug/mL), 4,5 dias (500 pg/mL) e 4,5 dias (1000 pg/mL). Ja os efeitos da CAFP sobre
expectativa maxima de vida foram ainda maiores, prolongando a vida dos nematoides
em 5,5 dias (250 pg/mL), 7.5 dias (500 pg/mL) e 8,5 dias (1000 pg/mL).

='«= Controle
CAFP (250 pg/ml)
= CAFP (500 pg/ml)

= CAFP (1000 pg/ml)
0 T T
0 5 10

Percentual de sobrevivéncia (%)

Fig. 7. Expectativa de vida em C. elegans N2 tratados com a polpa do fruto de C. adamantium

(CAFP). Foram realizados dois ensaios em triplicatas. Os valores de p calculados pelo teste
Log-rank.
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Tabela 4. Efeitos dos tratamentos com a CAFP sobre a expectativa de vida de
nematoides N2.

Tratamento Expectativa Extensdo Expectativa Extensado de vida Log-rank Ne
de vida de vida de vida maxima Test vs. de
média média maxima Controle nematoides
total
(ng/mL) (Dias) (%) (Dias) (%)
Controle 16,00 £ 1,00 - 25,50 £ 0,05 120
CAFP
19,50 £ 1,50 21,87 31,00 £ 0,00 21,56 <0.0001*** 120
(250)
CAFP
20,50 £ 1,50 28,12 33,00 £ 1,00 29,41 <0.0001*** 120
(500)
CAFP
20,50 £ 0,50 28,12 34,00 £ 3,00 33,33 <0.0001*** 120
(1000)

3.4.6. Expressdo de SOD-3 e GST-4

A capacidade da CAFP em modular genes alvos relacionados ao sistema de
defesa antioxidante enddgeno foi observada nas linhagens transgénicas CF1553 (SOD-
3::GFP) e CL2166 (GST- 4::GFP). Os resultados demonstram aumentos significativos
na fluorescéncia de SOD-3 em 6,33; 49,33 e 54,67% em nematoides tratados com a
CAFP (250, 500 e 1000 pg/mL), respectivamente (Fig. 8). Além disso, a CAFP (1000
pg/ml) também foi capaz de aumentar a expressdo de GST-4 em 48,66% (Fig. 9).
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Fig. 8. Expressdo de SOD-3::GFP em nematoides (CF1553 [sod-3p:GFP]) tratados com a polpa
do fruto de C. adamantium (CAFP). Os valores sdo expressos como média + EPM. * p<0.05 e
**p<0.01, quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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Fig. 9. Expressdo de GST-4::GFP em nematoides (CL 2166 [ gst-4p:GFP]) tratados com a
polpa do fruto de C. adamantium (CAFP). Os valores sdo expressos como média + EPM. *

p<0.05 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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3.4.7. Localizagéo subcelular do fator transcricional DAF-16

DAF-16/FOXO é um dos principais fatores de transcricdo envolvidos na
regulacao de genes relacionados ao sistema de defesa antioxidante e a longevidade. Nas
células sob condicgdes de estresse basal, 0 DAF-16/FOXO permanece inativo na regido
citossolica. Para demonstrar o envolvimento da CAFP com ativacdo desta via,
avaliamos a localizacdo subcelular do fator de transcricdo DAF-16. Os resultados
demonstram que todas as concentracbes da CAFP foram capazes de induzir a
translocacdo de DAF-16 para as regides intermediaria e nuclear das células (Fig. 10A e
B). A CAFP induziu maiores translocacfes para a regido intermediaria das células,
desta forma os nematoides tratados com a CAFP (250, 500 e 1000 pg/mL) apresentaram
translocacdo intermediaria de 91,67 + 4,91; 84,50 + 0,87 e 79,50 £ 2,02%, enquanto o
grupo controle apresentou 55,00 + 8,66%. Ja a translocacdo para a regido nuclear,
ocorreu somente nos nematoides tratados com a CAFP, correspondente ao aumento de
4,67 + 2,40% (250 pg/mL); 14,17 + 0,93% (500 pg/mL) e 16,50 + 3,62% (1000
pg/mL).
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Fig. 10. (A) Expressdo e (B) localizacdo subcelular de DAF-16 em nematoides (TJ356 [daf-16p:
daf-16a / b: GFP + rol-6 (su1006)]) tratados com a polpa do fruto de C. adamantium (CAFP).
Os valores sdo expressos como média + EPM. ***p < 0.001, localizacdo citossélica quando
comparado com o grupo controle. *p < 0.05 e *#p < 0.01, localizagdo intermediaria quando
comparado com o grupo controle. **p < 0.01, localizagdo nuclear quando comparado com o

grupo controle.

4. Discussao

No Bioma brasileiro Cerrado sdo encontradas diferentes espécies frutiferas com
caracteristicas organolépticas Unicas, refletindo a diversidade de compostos bioativos e

seu potencial para o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos.

Nesse contexto, os frutos nativos se destacam, pois sdo considerados fontes
naturais de substancias bioativas advindas de metabdlitos secundarios, tais como 0s
alcaloides, glicosideos, acidos graxos, terpendides e polifendis (Biazotto et al., 2019).
As propriedades benéficas de diferentes frutos nativos estdo associadas aos seus
constituintes quimicos que desempenham relevantes atividades biologicas, tais como,
antimicrobiana (Cardoso et al., 2010), anti-proliferativa (Alves et al., 2019), anti-

inflamatdria (Roll et al., 2018) e antioxidante (Schiassi et al., 2018). Entre as espécies
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frutiferas nativas, investigamos os constituintes quimicos e as propriedades bioldgicas

da polpa do fruto de Campomanesia adamantium (CAFP).

Neste estudo, identificamos na CAFP constituintes quimicos pertencentes a
classe de compostos fenolicos, incluindo os &cidos fendlicos (acido galico e acido
elagico), os flavonoides (catequina, epicatequina, quercetina e methylflanova). E ainda,
os acidos carboxilicos organicos (acido pentandico e acido citrico) e 0 monossacarideo
hexose. Além disso, quantificamos o acido ascorbico e pigmentos lipofilicos, tais como,
[-caroteno, licopeno, as clorofilas a e b. Os compostos fendlicos sdo descritos como 0s
principais compostos bioativos antioxidantes presentes em plantas, com capacidade de
eliminar radicais livres e proteger constituintes celulares contra danos oxidativos (Qin et
al., 2019). Dentre estes, os flavonoides atuam por diferentes mecanismos, tais como, via
eliminacdo direta de ROS; quelacdo de metais e ativacdo de enzimas antioxidantes
(Prochézkova et al., 2011). Compostos intermediarios do &cido pentandico sdo capazes
de atuar em mecanismos de defesa celular, inativando a enzima 6xido nitrico sintetase
neuronal via desmetilacdo oxidativa, impedindo que o 6xido nitrico reaja com o radical
anion superoxido e forme peroxinitrito, que em altos niveis esta associado a patogénese
de doencas neurodegenerativas (Tang et al., 2015). O &cido citrico, além de ser um
agente intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos no metabolismo de organismos
aerobicos, é amplamente utilizado na inddstria de alimentos e farmacéutica por suas
propriedades tamponantes, anticoagulante, anti-inflamatéria e antioxidante (Zhao et al.,
2019).

J& o acido ascorbico, conhecido como vitamina C, é considerado micronutriente
essencial e esta presente em vegetais e frutos (Fang et al., 2017). Este composto
desempenha relevantes fungdes em numerosos processos fisioldgicos, atuando como
agente redutor na maioria das reacGes que envolvem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, também atua como cofator enzimatico das principais enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase e glutationa (Carr & Maggini, 2017). A ingestdo do
acido ascorbico em concentragdes fisioldgicas estd associada a prevencdo de doencas
cardiacas, atividade anti-inflamatoria, biossintese de colageno, protecdo antioxidante
contra raios UV (Carr & Maggini, 2017) e aumento da expectativa de vida em
camundongos (Aumailley et al., 2018) e em C. elegans (Dallaire et al., 2014). Outros

estudos também identificaram compostos fendlicos, flavonoides e acido ascorbico no
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extrato de frutos de C. adamantium e os relacionaram as suas propriedades
antimicrobiana e antioxidante (Cardoso et al., 2010 e Alves et al., 2017).

Os carotenoides e os pigmentos de clorofila sdo descritos por suas propriedades
antioxidantes e associados a prevencdo de doencas crbnicas (Schroter et al., 2018).
Embora os seres humanos e outros animais ndo sejam capazes de sintetizar
carotenoides, estes compostos desempenham importantes atividades biologicas, na
reproducdo, no desenvolvimento embrionario, na modulacdo imunoldgica e na
manutencdo dos tecidos oculares (Muller-Maatsch et al., 2017). A clorofila é o principal
pigmento de origem vegetal com caracteristica lipofilica, anteriormente descrita por
suas propriedades antimutagénica e antioxidante (Lanfer-Marquez et al., 2005). Assim a
atividade antioxidante da CAFP demonstrada pela captura direta de radicais, pode ser
atribuida ao efeito isolado e/ou somatorio de seus compostos quimicos, uma vez que sao
capazes de atuar por diferentes mecanismos antioxidantes, inclusive promovendo a
neutralizacdo de radicais livres através de doacdo atomos de hidrogénio e/ou

sequestrando elétrons de moléculas instaveis.

Nas Ultimas décadas, ocorreu um crescente interesse por Ccompostos
antioxidantes naturais com efeitos benéficos, capazes de promover uma melhor
qualidade de vida e envelhecimento saudavel (Hooper & Cassidy, 2006; Shahidi &
Zhong, 2010; Gurau et al., 2018). Neste sentido, os frutos se destacam uma vez que ja
fazem parte da dieta humana, contudo, para garantir sua eficacia e o consumo seguro

sd0 necessarias avaliagdes toxicoldgicas e comprovacao das propriedades bioldgicas.

Nesta perspectiva, 0 modelo experimental in vivo C. elegans € uma importante
ferramenta utilizada na pesquisa cientifica para investigar as propriedades bioldgicas,
efeitos toxicologicos, bem como os mecanismos moleculares resultantes da acdo de

compostos isolados e/ou produtos naturais (Guerrero-Rubio et al., 2019).

Os parametros toxicologicos avaliados demonstram que 0s nematoides expostos
a CAFP néo apresentaram quaisquer comprometimentos de seus parametros fisiologicos
ou de viabilidade. Pelo contrario, nos parametros de toxicidade locomotora em
nematoides adultos de meia idade, foi demonstrado o efeito protetor da CAFP. Em C.
elegans, as células musculares perdem gradualmente a vitalidade causando declinios na

mobilidade e alteracdes fisioldgicas que estdo intimamente relacionadas aos efeitos do
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envelhecimento (Yang et al., 2018). Os movimentos corporais tornam-se esporadicos a
partir do sexto ao décimo dia de vida, entretanto, nematoides adultos que apresentam
declinio locomotor mais acelerado apresentam maior probabilidade de reducdo da
expectativa de vida (Herndon et al., 2018). Além disso, a auséncia de alteracdes
observadas neste estudo, corrobora com o estudo de Viscardi et al. (2017b), que
demonstraram que as cascas e sementes do fruto de C. adamantium ndo promovem

efeitos toxicos em camundongos.

Os efeitos benéficos da CAFP foram demonstrados in vivo nos ensaios
antioxidantes, frente ao estresse térmico e oxidativo. Quando organismos vivos sao
expostos a agentes estressores, como a alta temperatura, inicia-se 0 processo de
desnaturacdo proteica que afeta inGmeras biomoléculas e consequentemente suas
funcBes estruturais e metabdlicas (Lima et al., 2015). Neste estudo, a atividade protetora
demonstrada frente ao estresse térmico pode estar relacionada a presenca dos
constituintes quimicos identificados na CAFP, entre eles, os flavonoides epicatequina,
catequina e seus oligdbmeros, as procianidinas, descritos por suas propriedades
antioxidantes e sequestradoras de radicais livres com efeitos protetores contra o estresse

térmico em C. elegans (Ayuda-Duran et al., 2019).

O estresse oxidativo esta entre os principais fatores que acelera o processo de
envelhecimento e limita a expectativa de vida tanto em seres humanos quanto em outros
animais (Arantes et al., 2018). Este estudo mostra que os nematoides quando tratados
com CAFP e expostos ao agente pro-oxidante Juglone, um agente quimico indutor de
espécies reativas (Wang & Wink, 2016), sdo mais resistentes ao estresse oxidativo,
demonstrado pela maior viabilidade dos nematoides. Estes dados demonstraram o efeito
protetor da CAFP contra o estresse oxidativo, podendo ser relacionado a sua capacidade
antioxidante, envolvendo a ativacdo de mecanismos diretos, como a remocéo de radicais
livres, e mecanismos indiretos como a modulacdo do sistema antioxidante enddgeno,
atraveés da expressao de enzimas antioxidantes que atuam controlando os niveis de espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (Azevedo et al., 2019). No entanto,
vale ressaltar que outras vias de sinalizacdo podem estar envolvidas neste processo,
considerando a grande variedade de constituintes quimicos identificados na CAFP que

podem atuar tanto de forma isolada quanto sinérgica.
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Em C. elegans a resisténcia a diferentes estresses é relacionada ao aumento da
expectativa de vida (Jattujan et al., 2018). Essa relacdo também pdde ser observada
neste estudo, pois além de promover efeitos protetores contra agentes estressores, a
CAFP também foi capaz de aumentar a expectativa média de vida e prolongar a vida
atil em C. elegans. O mirtilo, outro fruto rico em compostos fitoquimicos bioativos
como as protocianidinas também foi capaz de promover efeitos benéficos contra o
estresse oxidativo, melhorar a locomocdo e aumentar a expectativa de vida em
nematoides via modulacdo de DAF-16 e regulacdo positiva da expressdo de genes
antioxidantes (Wang et al., 2018). Ja o cranberry, fruto rico em compostos fenolicos foi
capaz de aumentar a expectativa de vida e promover resisténcia ao estresse térmico
através da modulacdo das vias envolvidas nos sistemas antioxidantes DAF-16/FOXO e
SKN-1/Nrf-2 (Guha et al., 2013).

Dentre os mecanismos avaliados que podem auxiliar no entendimento das
respostas benéficas promovidas pela CAFP, estd a modulacdo da expressdo de genes
antioxidantes alvos, tais como a superoxido dismutase (SOD-3) e glutationa-S-
transferase (GST-4) e ativacdo do fator transcricional DAF-16 (Wang et al., 2012). De
acordo com os nossos resultados, a CAFP foi capaz de ativar e translocar DAF-16 para o
nicleo das células e modular a expressdo de SOD-3 e GST-4. A ativacdo de vias
antioxidantes endogenas € importante para a desintoxicacdo em C. elegans o que favorece 0s
mecanismos de protecdo contra os danos causados por estresse e ainda, promover a
longevidade (Salgueiro et al., 2017). Em humanos, o processo de envelhecimento,
representa fator critico e esta relacionado com alteragdes funcionais e morfol6gicas que
levam ao declinio progressivo das funcbes bioldgicas. IntervencGes, principalmente
alimentares, que promovam efeitos benéficos e impactem positivamente durante a fase

de envelhecimento podem prolongar a expectativa de vida e promover salde.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a CAFP, apresentou uma
grande variedade de compostos quimicos, auséncia de toxicidade. Promoveu efeito
protetor contra 0s estresses térmico e oxidativo, e aumentou a expectativa de vida em C.
elegans via captura direta de radicais livres, aumento da expressdo das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase e glutationa transferase e ativacdo do fator
transcricional DAF-16. Demonstrando assim, o potencial funcional e nutracéutico da
especie frutifera C.adamantium nativa do Bioma Cerrado brasileiro.
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5.3 Perfil quimico do fruto brasileiro Hancornia speciosa Gomes e efeitos

antioxidante e protetor contra toxicidade de g-amiloide em Caenorhabditis elegans

Destaques:

o Perfil fitoquimico e atividade antioxidante in vitro do fruto de H. speciosa
(HSFL).

o In vivo, HSFL néo altera parametros de toxicidade em C. elegans.

o In vivo, HSFL aumentou a expectativa de vida via expressdo de SOD-3 e
ativacdo de DAF-16.

o In vivo, HSFL reduziu a toxicidade de S-amiloide e reverteu da paralisia

induzida em cepa transgénica para Doenca de Alzheimer.

Resumo gréfico:

Espécie frutifera H. speciosa
L]

HOT oM

w
Verbacosice

Acido caleco A«—,m:'r';'alm

IN VIVO l

X Toxicidade aguda Q
X Capacidade reprodutiva
X Capacidade locomotora
' SO_I:&

Localizagao intermediaria
DAF 16

O Insulin-like peptide
l Paralisia induzida

\/'(‘ r’ Longevity \\ “
) Stress response i,
’

e

| Nucleus I B B

117



Resumo

O estresse oxidativo e a neurotoxicidade induzida por g-amiloide (SA) sdo 0s
principais fatores associados a degeneracdo neuronal em pacientes portadores de
Doenca de Alzheimer (DA). Tratamentos estratégicos com foco no combate ao estresse
oxidativo e modulacdo da toxicidade induzida por (SA) sdo necessarios para evitar o
desenvolvimento e progressdo da DA. Neste sentido, os alimentos funcionais e
nutracéuticos, tais como, frutos ricos em compostos bioativos, tém sido relacionados
com a prevencdo e sugeridos como opcdo de tratamento para distdrbios
neurodegenerativos. Assim, o objetivo deste estudo, foi identificar os constituintes
quimicos e investigar as propriedades antioxidantes in vitro do fruto de Hancornia
speciosa (HSFL) e seus efeitos em modelo Caenorhabditis elegans. Identificamos em
HSFL, 27 constituintes quimicos, entre eles, compostos fendlicos e flavonoides,
pigmentos lipofilicos e &cido ascoOrbico. A atividade antioxidante in vitro foi
demonstrada via captura de radicais livres DPPH" e ABTS"". Nos ensaios in vivo, HSFL
ndo alterou parametros toxicoldgicos e apresentou melhora da capacidade locomotora
em nematoides envelhecidos. HSFL promoveu efeito protetor em condigdes de estresse
oxidativo. Surpreendentemente, no modelo transgénico para DA, HSFL retardou e
reverteu a paralisia induzida pela toxicidade de (SA). Além disso, HSFL atuou na
modulacdo da expressdo da enzima antioxidante SOD-3 e ativacdo de DAF-16. Em
suma, os resultados demonstram que o fruto de H. speciosa apresenta potencial
nutracéutico para o desenvolvimento de produtos naturais e suplementos alimentares

que auxiliem na prevencdo e tratamento de doencas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Mangaba; Antioxidante; Efeito protetor; Doenca de Alzheimer;

Produtos naturais
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1. Introducgéo

A Doenca de Alzheimer (DA) é reconhecida pela Organizacdo Mundial da
Salde como uma prioridade global de salde publica e representa um dos maiores
desafios para a medicina e para a ciéncia deste século, pois na medida em que 0s
individuos envelhecem agravam-se 0s sintomas dessa proteinopatia (Lane et al., 2017a;
Hickman et al., 2016). Estudos cientificos descreveram 0s possiveis mecanismos
envolvidos na patogénese da DA, onde o estresse oxidativo é considerado peca chave,
pois a oxidagdo de importantes biomoléculas, entre elas, lipidios e proteinas, provocam
a ruptura da integridade da membrana das células neuronais (Cheignon et al., 2018a).
As principais consequéncias deste processo sdo o aumento extracelular anormal dos
niveis de peptideos S-amiloide (BA) e a formacdo de agregados de oligdmeros de A
(Tramutola et al., 2017). O acimulo de oligbmeros de SA permedveis nas membranas
celulares neuronais d& inicio a uma série de eventos neurotoxicos, entre eles o estresse
oxidativo, a interrupcao de sinapses, hiperfosforilacdo da proteina Tau, neuroinflamacéo

e morte neuronal (Cheignon et al., 2018b).

Na literatura cientifica, a DA € evidenciada pela perda progressiva de memoria e
funcionamento cognitivo; comprometimento funcional; manifestacdo de sintomas
neuropsicoldgicos, além de ser considerada a causa mais comum de deméncia em
adultos com 65 anos ou mais de idade (Deb et al., 2017). Atualmente ndo existe cura
para DA e a caréncia de agentes terapéuticos eficazes contra a progressdo da doenca,
desperta o interesse da industria farmacéutica e da comunidade cientifica na busca por

produtos naturais e moléculas bioativas que atuem na prevencao e no tratamento da DA.

Nos ultimos 30 anos, agentes terapéuticos foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de produtos naturais, correspondente a 27% para alvos da
inflamacédo, 16% para obesidade, 57% para diabetes, 8% para doenca de Parkinson e
50% para doenca de Alzheimer (Newman et al., 2016 e Dos Santos et al., 2018a).
Contudo, diversos estudos destacam o papel relevante da dieta e dos suplementos
nutricionais, entre eles, os alimentos funcionais e nutracéuticos, para a prevencdo do
comprometimento cerebral e para o tratamento estratégico de pacientes diagnosticados
com DA (Carrasco-Gallardo et al., 2012; Fernando et al., 2015; Sawikr et al., 2017;

Sadhukhan et al., 2018). Além disso, essas novas alternativas terapéuticas baseadas em
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produtos naturais demonstraram eficécia e efeitos adversos reduzidos, como baixo risco

de toxicidade ao organismo (Dey et al., 2017 e Islam et al.,2017).

No Brasil, plantas nativas utilizadas na medicina tradicional tém recebido
notavel atencdo sobre seus compostos bioativos e suas propriedades bioldgicas. Neste
seleto grupo de plantas, inclui-se a espécie frutifera Hancornia speciosa Gomes
(Apocynaceae), distribuida nos Biomas brasileiros Amazonia, Mata Atlantica, Caatinga
e Cerrado (Koch et al., 2015). Foram descritas propriedades farmacoldgicas advindas de
diferentes partes vegetais desta planta. Os frutos, denominados popularmente de
mangaba, sdo consumidos in natura pela populagéo e considerados ricos em nutrientes e
vitaminas, principalmente a vitamina C (Campos et al., 2018). Alem disso, a polpa do
fruto apresentou atividade antioxidante (Almeida et al., 2011) e anti-inflamatéria
(Torres-Régo et al., 2016). Outros estudos, demonstraram atividades antioxidante,
antimicrobiana e efeito gastroprotetor advindos da casca do fruto (De Mello Moraes et
al., 2008), ja o latex do caule da planta apresentou atividade anti-inflamatoria (Marinho
et al., 2011). As folhas da H. speciosa sdo amplamente estudadas e foram descritas as
atividades anti-hipertensiva, anticolinesterasica e antioxidante (Silva et al., 2011; Silva
et al., 2016; Penido et al., 2017a), anti-inflamatoria (Geller et al., 2015), antidiabética
(Pereira et al., 2015), antimicrobiana e antioxidante (Santos et al., 2016). Recentemente,
Dos Santos et al. 2018b, utilizando as folhas de H. speciosa nativa do Bioma Cerrado,
demonstraram as atividades antimutagénica, anti-inflamatoria, antiobesidade, anti-

hiperglicémica, antioxidante e anti Parkinson e Alzheimer (DA).

Considerando os aspectos gerais da patogénese da DA, a identificacdo de
compostos bioativos naturais que exibam efeitos biol6gicos, em especial atividade
antioxidante, que possam atuar em diferentes mecanismos, como sequestro de espécies
reativas e regeneracdo de antioxidantes enddgenos, e ainda, aliviar a toxicidade
promovida por peptideos SA, representam grande relevancia para o desenvolvimento de
produtos nutracéuticos que possam auxiliar em tratamentos neuroprotetores contra a DA
(Cheignon et al., 2018c).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi caracterizar e identificar os
compostos quimicos de frutos de H. speciosa (HSFL) e avaliar a atividade antioxidante
in vitro. Bem como, os efeitos toxicologicos e na expectativa de vida de Caenorhabditis

elegans. Adicionalmente, buscamos investigar o efeito protetor de HSFL contra o
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estresse oxidativo e a paralisia induzida por peptideos SA em cepa transgénica para DA,

e 0s possiveis mecanismos envolvidos.

2. Material e métodos

2.1. Coleta do material vegetal e obtencéo do fruto liofilizado

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético, foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento tradicional associado
(SisGen), cadastro nimero AA6FADF).

Os frutos da especie H. speciosa foram coletados em fragmentos do Bioma
Cerrado, localizado no municipio de Dourados (S 21° 59’ 41,8” ¢ W 55° 19’ 24,9”),
estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Um espécime testemunho foi identificado e
depositado no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados, Estado do Mato
Grosso do Sul, sob o registro nimero 5820.

Para obtencdo do fruto liofilizado H. speciosa (HSFL), os frutos foram lavados
em agua corrente para eliminacdo de impurezas e sanitizados por imersdo em solucao
Sumaveg® (3,3 g/L de &gua) durante 15 min, seguidos de lavagem com &gua potavel.
Posteriormente, os frutos foram macerados, congelados sob temperatura de -80 °C e

liofilizados. O rendimento do fruto liofilizado foi calculado pela seguinte equacao:

peso do fruto fresco (g) x 100

Fruto liofilizado (%) =
ruto liofilizado (%) peso resultante do processo de liofilizacdo (g)

Para os ensaios experimentais, 0,005 g de HSFL foi ressuspendida em 5 mL de
agua ultrapura estéril e homogeneizada por agitacdo constante por 5 min. Em seguida,
acondicionado em tubos protegidos da luz e mantidos refrigerados a 4 °C por 24 h,
buscando obter uma maior dissolucéo da polpa e seus constituintes quimicos. Somente,

apos este periodo a HSFL foi utilizada nas analises experimentais.

2.2. ldentificagdo dos constituintes por LC-DAD-MS

A amostra de HSFL foi analisada por LC-DAD-MS utilizando um UFLC
Prominence Shimadzu acoplado ao detector de matriz de diodos (DAD) e um
espectrometro de massa (MicrOTOF-Q 111, Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). As
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andlises foram realizadas nos modos negativo e positivo. A coluna cromatogréafica era
uma coluna Kinetex C18 (2,6 um, 150 + 2,1 mm, Phenomenex) aplicando vazéao de 0,3
mL/min. Todos os parametros cromatograficos e MS conforme descrito por Baldivia et
al. (2018).

2.3. Determinacao dos compostos fenolicos

Para determinacdo dos teores de compostos fenolicos e flavonoides a HSFL foi
centrifugada a 5000 rpm durante 10 min e o sobrenadante utilizado nas analises.

Os teores de compostos fendlicos presentes na HSFL, foi determinado através do
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Para isso, 2,5 mL de reagente de Folin —
Ciocalteu (1:10 v/v, diluido em agua destilada) foram adicionados a 0,5 mL
(concentracdo de 500 pg/mL). A solucdo foi incubada no escuro durante 5 min.
Subsequentemente, 2,0 mL de carbonato de sodio aquoso a 14% (Na.COs) foi
adicionado e incubado a temperatura ambiente durante 120 min e protegidos da luz. A
absorbancia foi mensurada a 760 nm utilizando um espectrofotdmetro T70 UV/Vis (PG
Instruments Limited, Leicestershire, UK). Uma curva de calibracdo com acido galico
(0,0004 — 0,0217 mg/mL) foi usado como padrdo. A concentragdo de compostos
fendlicos presentes na HSFL foi expressa em mg equivalente ao acido galico (GAE)/g

de fruto. Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.4. Determinacdo dos compostos lipofilicos

Para a determinacéo dos antioxidantes lipofilicos S-caroteno, licopeno e clorofila
a e b foram utilizados (150 mg) de HSFL, vigorosamente agitados em 10 mL de uma
mistura acetona-hexano (4:6, v/v) por 1 min. e filtrada utilizando papel de filtro
qualitativo Whatman® Grau 4. As absorbancias do filtrado foram mensuradas a 453,
505, 645 e 663 nm. Os teores de -caroteno, licopeno e clorofila a e b foram calculados
de acordo com equagdes matematicas: [3-caroteno = 0,216 x Abs663 - 1,220 x Abs645 -
0,304 x Abs505 + 0,452 x Abs453; Licopeno = -0,0458 x Abs663 + 0,204 x Abs645 +
0,304 x Abs505 - 0,0452 x Abs453; Clorofila a = 0,999 x Abs663 - 0,0989 x Abs645 e
Clorofila b = - 0,328 x Abs663 + 1,77 xAbs645. Os resultados foram expressos em
mg/100 g de HSFL.
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2.5. Determinacao do acido ascorbico

Para determinacdo da concentracdo de &cido ascérbico, 0,5 g de HSFL, foi
homogeneizada vigorosamente em 50 mL de acido oxalico. Na sequéncia, 20 mL desta
solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado
com acido oxalico. A mistura foi filtrada, utilizando papel de filtro qualitativo
Whatman® Grau 4. O filtrado foi utilizado para titular uma solugdo do indicador 2,6—
diclorofonolindofenol-sédio (DCFI). A titulacdo foi finalizada pela presenca da
coloracdo rosa persistente por 15 s. O &cido ascorbico foi utilizado como controle
padrdo. Os resultados foram calculados com base na seguinte equagdo e expressos em
mg de acido ascorbico/100 g de HSFL:

]‘?’EQ'VI'I'.C _ DCF'{nmosn'n 100 % (Mso!z'a:lzra + Mﬁmosh*nj 20mL %
1uﬂgnmﬂsh'n B DCF{pndrﬁo Mnmosh'n rn’po!pﬁ 10mL
M 1
=M —x10
50 25

Onde, DCFlamostra € DCFlpadrao S80 respectivamente o volume gasto na titulagdo
da amostra e do padrdo em mL, Mamostra, Msolvente € Msuto S0 respectivamente a
quantidade em massa de amostra, de solvente adicionado para a titulacdo da amostra e
de aliquota da amostra (g). F é a quantidade de acido ascorbico necessaria para reduzir o
DCFI (mg) e Maa é a quantidade em massa de acido ascorbico (mg). Foram realizados

trés experimentos independentes em triplicatas.

2.6. Atividade antioxidante in vitro

2.6.1. Atividade de captura do radical livre DPPH®

A atividade de captura do radical livre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH")
foi avaliada de acordo com o método descrito por Gupta e Gupta (2011), com
modificagdes. Para isso, misturou-se 0.2 mL da HSFL (0,1 — 1000 pg/mL) com 1,8 mL
da solucéo de DPPH (0,11 mM) diluido em etanol 70%. A mistura foi homogeneizada e
incubada em temperatura ambiente durante 30 min e protegida da luz. A absorbancia foi
mensurada a 517 nm. O &cido ascorbico e o hidroxitolueno butilato (BHT) (0,1 — 1000

pug/mL) foram utilizados como antioxidantes de referéncia (controles positivos). Foram
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realizados trés ensaios independentes em triplicatas. A curva de inibicdo foi preparada e
os valores de ICso (concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais livres) foram
calculados. A porcentagem de eliminacdo do radical livre DPPH foi calculada a partir

do controle (solucdo de DPPH 0,11 mM) utilizando equacéo a seguir:

Atividade de captura do radical livie DPPH" (%) = 1 — 2222252 o 100

Absz controle

2.6.2. Ensaio de descoloracgéo do radical ABTS™*

A capacidade de captura do radical 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS™) foi realizada conforme descrito por Re et al., (1999). O radical
ABTS"" foi preparado a partir da mistura 5 mL da solucdo de ABTS (7 mM) e 88 pL da
solucdo de persulfato de potassio (140 mM). A mistura foi mantida durante 12-16 h em
temperatura ambiente, protegida da luz. Em seguida, a solucdo foi diluida em etanol
absoluto até obter uma absorbéncia de 0.70 £ 0.05 a 734 nm. Posteriormente, 20 pL da
HSFL (0,1 — 1500 pg/mL) foi misturada com 1980 pL do radical ABTS™. A solucéo foi
homogeneizada e incubada durante 6 min. em temperatura ambiente e protegida da luz.
A absorbancia foi mensurada a 734 nm. O &cido ascorbico e o BHT foram utilizados
como antioxidantes de referéncia (controles positivos). Foram realizados dois ensaios
independentes em triplicatas. A curva de inibicdo foi preparada e os valores de ICso
foram calculados. A porcentagem de inibicdo do ABTS™" foi determinada de acordo

com a seguinte equacao:

|n|b|9é0 do radical ABTS™ (%) - (Abs controle—Abs :zmps:-;u:z) % 100

Abs controle

2.7. Ensaios in vivo

2.7.1. Cepas e condi¢bes de manutencéo de Caenorhabditis elegans

Para a realiza¢do dos ensaios in vivo, foram utilizados nematoides tipo selvagem
N2 Bristol e as cepas transgénicas TJ356 [daf-16p:daf-16a/b::GFP + rol-6 (su1006)];
CF1553 muls84 [(pAD76) sod-3p::GFP + rol-6 ( su1006 )]; CL2166 dvis19 [(pAF15)
gst-4p::GFP::NLS] Il e CL2006 (dvls2 [pCL12(unc-54/human AB 1-42 minigene) +
PRF4]). A cepa CL2006 possui 0 peptideo SA1-42 € sob controle de temperatura expressa
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0 gene promotor especifico unc-54, conduzindo a paralisia muscular progressiva em
nematoides adultos (Leiteritiz et al., 2018). Todas as cepas foram obtidas do
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), Minnesota, EUA. Os nematoides foram
mantidos em estufas incubadoras a 16 °C ou 20 °C, cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura para crescimento Nematode Growth Medium (NGM) e
alimentados com bactérias Escherichia coli (OP50), (BRENNER, 1974). As bactérias
utilizadas como alimento para os nematoides foram inativadas com o antibidtico
Canamicina (10mM).

A cultura dos nematoides foi sincronizada com hipoclorito de sédio a 2% e
hidréxido de sddio 5M. Nos ensaios de toxicidade aguda, os ovos resistentes a lise
alcalina, foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo apenas meio de
cultivo NGM e E. coli (OP50) até atingirem a fase L4. Para 0os demais ensaios, 0S 0V0S
resistentes a lise alcalina foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultivo NGM, E. coli (OP50) e com &gua ou concentracdes da HSFL (500 ou
1000 pg/mL) até atingirem a fase L4. O pré-tratamento consistiu em expor durante 30
min 0s nematoides sincronizados, em seus respectivos tratamentos, agua (controle

negativo) ou concentracfes de HSFL (500 ou 1000 pg/mL) em meio MO.

2.7.2. Ensaio de Toxicidade aguda

Neste ensaio, avaliamos o efeito toxico da exposicdo aguda de HSFL aos
nematoides N2. Para isto, em média 10 nematoides, sincronizados em fase L4, foram
transferidos para microplacas de 96 pocos contendo meio de cultura M9 (100 pL) e a
HSFL (100 pL) em diferentes concentracfes (10 — 1000 pg/ mL). Posteriormente, 0s
nematoides foram incubados a 20 °C por 24 e 48 h. Como controle negativo, 0s
nematoides foram incubados apenas com meio de cultura M9 (200 pL). Apds o periodo
de incubacéo, a viabilidade dos nematoides foi avaliada pela sensibilidade ao toque com
auxilio de um fio de platina. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicatas.

2.7.3. Ensaio de Toxicidade reprodutiva

Para avaliar os efeitos de HSFL sobre a capacidade reprodutiva de nematoides
guantificamos o nimero de progénies viaveis durante o periodo reprodutivo de cinco
dias. Neste ensaio, ap0s a sincronizacdo, cinco nematoides na fase L4, foram
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transferidos diariamente para novas placas contendo meio NGM/E. coli (OP50) e 4gua
ou HSFL (500 ou 1000 pg/mL). O nimero de progénie foi avaliado em cada placa ap6s
alcancar a fase larval L3 ou L4. Os resultados estdo expressos pela média de trés

ensaios independentes.

2.7.4. Ensaio de Toxicidade locomotora

A avaliacdo do efeito de HSFL sobre a capacidade locomotora dos nematoides
N2, foi realizada em duas fases do ciclo de vida dos nematoides, sendo a primeira fase
foi de ovo até adulto jovem (dia 2 apds L4) e a segunda fase foi de ovo até
envelhecimento (dia 7 apdés L4). Para isto, ap6s a sincronizacdo, em media 10
nematoides na fase L4, foram transferidos diariamente para novas placas contendo seus
respectivos tratamentos até atingirem fase adulto jovem e de envelhecimento. Apds
estes periodos, os nematoides foram transferidos para novas placas contendo apenas
meio de cultivo NGM, seguido da aclimatacdo durante 1 min e posterior avaliacdo. Nas
avaliacGes, foram quantificadas o nimero de curvaturas sinusoidais no periodo 30 s de

locomocdo. Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas.

2.7.5. Ensaio de Toxicidade induzida por p-amildide

Neste ensaio, avaliamos o efeito da HSFL sobre a toxicidade induzida pelo
peptideo SA1-42 em cepas transgénicas CL2006 para DA que apresentam o fenotipo de
paralisia progressiva em condicdes permissivas. Os nematoides foram sincronizados e
expostos ao HSFL por 72 h, a 20°C. Apos isso, 0s nematoides foram pré-tratados em
meio M9 contendo &gua ou HSFL por um periodo de 1 h a 20°C. Em seguida, 20
nematoides por placa, em triplicata, foram transferidos para novas placas de 35 mm
contendo E. coli com ou sem HSFL (500 e 1000 pg/ mL). Posteriormente, para iniciar a
paralisia induzida por g-amiloide, os nematoides foram mantidos a 25 °C durante de 22
h. Apds a inducdo da paralisia, as avaliacGes foram realizadas a cada 2 h, durante o
periodo de 10 h. Os nematoides foram classificados como paralisados quanto a

incapacidade de mover seus corpos quando estimulados por um fio de platina.
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2.7.6. Ensaio de reversao da paralisia em CL2006

Para avaliar a capacidade de HSFL em reverter a paralisia dos nematoides
CL2006 submetidos a toxicidade induzida por BA 14, realizamos a exposi¢cdo das
respectivas placas ao periodo de recuperacdo de 24 h sob temperatura de 20 °C.
Posteriormente, determinamos a capacidade de reversdo da paralisia pela contagem do
numero de nematoides que demonstraram estimulo natatério quando expostos a uma

aliquota de meio liquido de cultivo M9 sobre as placas.

2.7.7. Ensaio em condi¢des de estresse termico

Nos ensaios de estresse térmico avaliamos o efeito protetor de HSFL, para isto
em média 20 nematoides N2 na fase L4 foram pré-tratados e transferidos para novas
placas contendo meio NGM/E. coli (OP50) e 4gua ou HSFL (500 ou 1000 pg/mL). O
estresse térmico foi induzido pelo aumento da temperatura de cultivo de 20 °C para 37
°C, sendo avaliado a cada hora de exposi¢do pelo periodo experimental de 6 h. A
viabilidade dos nematoides expostos a 37 °C nos diferentes periodos de incubacdo foi
confirmada ap6s o periodo de recuperagdo de 16 h a 20 °C, pela sensibilidade ao toque

utilizando um fio de platina. Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.7.8. Ensaio em condicgdes de estresse oxidativo

O ensaio de protecdo contra o estresse oxidativo foi realizado por exposi¢ao dos
nematoides N2 ao agente oxidante Juglone (5-Hydroxy-1,4-naphthoquinone) na
concentracdo letal de 250 uM. Apds a sincronizacdo, em média 10 nematoides L4 foram
pré-tratados e transferidos, para microplacas de 96 pog¢os contendo 100 puL de meio de
cultura M9, 100 pL da HSFL (500 ou 1000 pg/mL) e 50 pL de Juglone. Como
controles, os nematoides previamente incubados com agua, foram expostos a 250 pL
meio de cultura M9 (controle negativo) ou 200 puL de meio M9 mais 50 ul Juglone
(controle positivo). Todas as microplacas foram incubadas a 20 °C e a viabilidade dos
nematoides avaliada a cada hora pelo periodo experimental de 6 h. A viabilidade dos
nematoides foi confirmada pela sensibilidade ao toque utilizando um fio de platina.

Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.
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2.7.9. Expectativa de vida

Nos ensaios de expectativa de vida foram utilizados nematoides N2 na fase L4.
No primeiro dia da fase adulta L4 (dia 1), 20 nematoides por grupo foram transferidos
para novas placas NGM/E. coli OP50 contendo seus respectivos tratamentos. Durante
0s seis primeiros dias, correspondentes ao periodo de reproducdo, os nematoides foram
transferidos diariamente para novas placas NGM contendo os respectivos tratamentos.
A partir do 72 dia, a transferéncia para novas placas ocorreu a cada dois dias. As
avaliacdes consistiram em classificar os nematoides como mortos ou vivos até o dia de
registro de morte do Gltimo nematoides. Os nematoides eram considerados mortos
quando ndo se movimentavam com ou sem estimulo ao toque com um fio de platina. Os
nematoides com ovos eclodidos internamente ou ndo visualizados nas placas tiveram

seus dados excluidos. Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas.

2.7.10. Expressdo de SOD-3 e GST-4

Para analisar a expressdo das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD-3) e glutationa-S-transferase (GST-4), foram utilizadas as cepas CF1553 e
CL2166 fusionada a uma proteina verde fluorescente (GFP). Apo6s a sincronizagdo, 05
nematoides na fase L4 foram pré-tratados e transferidos para laminas de microscopio
contendo levamisol 1mM como anestésico. Em seguida, foram realizadas as capturas
das imagens individuais dos nematoides utilizando um microscopio de epifluorescéncia
(Nikon Eclipse 50i) conectado a camera digital (Samsung ST64). Imagens de 05
nematoides por grupo foram expressas como média de pixels e a fluorescéncia
utilizando o software ImageJ. Foram realizados trés ensaios independentes em

triplicatas.

2.7.11. Localizagéo celular do fator transcricional DAF-16

Para avaliar a translocagdo do fator transcricional DAF-16, utilizamos a
linhagem transgénica TJ356 com fusdo do gene repérter daf-16::GFP, o qual permite a
visualizagdo da localizacéo celular de DAF-16. Neste ensaio, ap0s a sincronizacao, 30
nematoides na fase L4 foram pré-tratados e transferidos para laminas de microscopio.
Para monitorar a translocacéo nuclear de DAF- 16-GFP, foram capturadas imagens dos
nematoides utilizando um microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i)
conectado a cadmera digital (Samsung ST64). As imagens dos nematoides foram
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classificadas de acordo com a localizagdo do GFP. Foram analisados 30 animais por
grupo, sendo realizados trés ensaios independentes.

2.8. Andlise estatistica

Utilizamos o software GraphPad Prism 5.1 (San Diego, CA, EUA) para realizar
as andlises estatisticas. Os dados sdo expressos como a média * erro padrdo da média
(EPM). Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas usando o teste t de
Student para comparacéo entre dois grupos e andlise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Dunnett para comparacéo de dois ou mais grupos. Os ensaios de expectativa de
vida estdo representados pela curva de Kaplan-Meier e os valores de P foram calculados

pelo teste Log-rank. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0.05.

3. Resultados

3.1 Identificacéo dos constituintes quimicos por LC-DAD-MS

Foram detectados 27 compostos quimicos em HSFL e identificados 16
compostos, pertencentes a classes dos compostos fendlicos, além de acidos graxos (25 -
27) e acidos organicos (1 - 2), tais como acido citrico e acido ascérbico (Fig.1 e Tabela
1).

Os constituintes identificados incluem os flavondis dimero de procianidina (tipo
B) (9); epicatequina (11), derivados de quercetina O-desoxi-hexosil-hexosil-quercetina
(17) e O-hexosil-quercetina (18). O constituinte 21, que pertence a classe das flavonas
O-desoxi-hexosil-hexosil luteolina, também foi identificado. Os &cidos fendlicos
pertencentes a classe dos compostos ndo flavonoides, foram identificados nos picos 7,
23 e 24,
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Fig. 1. Cromatograma de pico de base de H. speciosa (HSPF) obtido pelo modo de ions
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nm.
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Tabela 1. Identificacdo dos constituintes do fruto H. speciosa (HSFL) por LC-DAD-MS / MS.

) TR Composto uv Modo negativo (m/z) Modo positivo (m/z)
Pico (min) (nm) M MS [M-H] MS/MS MS [M+H]* MS/MS
1 1.2 di-O-hexosido - C12H2011 341.1101 179 - -
Acido Citrico - CsHsOr 191.0221 - 193.0344 -
Acido ascorbico - CsHsOg 175.0246 - - -
2 1.6 Acido desidroascérbico - CeHs0Os 173.0089 - 175.0230 -
3 4.0 NI - C14H26010 353.1478 207, 161 - -
4 5.6 NI - C16H30011 397.1722 251, 205, 161 - -
5 6.5 NI - C16H30011 397.1738 251, 205 - -
6 8.6 NI - CisH25012 435.1544 289, 247, 205, 161 - -
7 10.6 Acido 5-O-E-cafeoilquinico 299, 354 C16H1809 353.0901 191 355.1024
8 11.6 NI - Ca0H30011 445.1742 - - -
9 12.1 Dimero de procianidina (tipo B) 280 C3oH26012 577.1383 407, 289, 245, 203, 579.1510 -
161
10 12.4 NI 280 C19H26013 461.1336 191
11 125 Epicatequina * 280 C15H1406 289.0724 245, 203 291.0853 -
12 13.2 NI 280, 320 C18H32012 439.1847 205 -
NI C20H28013 475.1484 191, 167 -
13 13.7 Acido benzoiloxi-hidroxipropil 280 C1sH20010 371.1010 249, 189 -
glucurénico
14 14.3  Acido benzoiloxi-hidroxipropilmetil 280 C17H2010 385.1170 249 - -
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15

16
17
18
19

20

21
22

23
24

25
26
27

15.6

16.6
18.6
18.9
19.7

20.0

20.6
21.7

221
22.7

42.6
43.6
44.1

glucurénico
Hexosideo de metilbutil O-
desoxihexosil
NI

O-desoxihexosil hexosil quercetina
O-hexosil quercetina

Hexosido de di-hidroxifenil-etil-O-
desoxissoxil-O-cafeoil (verbascoside)
NI

O-desoxihexosil-hexosil luteolina

NI

Acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico
Di-hidroxifenil-etil-O-desoxi-hexosil-
O-ferrulil-hexosido
Acido octadecadienoico
Acido hexadecantico

Acido octadecenoico

260, 352
265, 350
299, 327

280, 330,
380
270, 340
280,
320sh
299, 326
287, 330

C17H32010

C21H32012
C27H30016
C21H20012
C29H36015

Ca2sH26014

C27H30015
C23H34013

CasH24012
C30H38015

C1gH30:
C16H320:
C18H340:

395.1934

475.1844
609.1468
463.0911
623.1979

585.1255

593.1534
517.1954

515.1218
637.2159

279.2327
255.2326
281.2487

249

205
300, 271, 255
300, 271, 255, 179
461, 315, 161

423, 323, 261, 217,
161
285
163, 148

191, 179, 173
461, 315, 193, 175,
160

611.1641
465.1007

TR: tempo de retencdo; MF: férmula molecular; NI: ndo identificado; * [M + Na]*; “confirmado por injecdo de padrdo auténtico
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3.2. Rendimento e caracterizagdo de compostos bioativos
O rendimento obtido do fruto in natura apds o processo de liofilizacdo foi de

28,41%. Os compostos bioativos presentes em HSFL estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos bioativos presentes em frutos de H. speciosa (HSFL).

Compostos bioativos Resultados
Compostos fendlicos totais 448,19+0,43 mg de AGE/100g
[3-caroteno 0,026 = 0,007 mg/g
Licopeno 0,120 £ 0,002 mg/g
Clorofila a 0,350 £ 0,040 pg/g
Clorofila b 0,355 £ 0,008 pg/g
Acido ascorbico 809,29 + 28,84 mg/100g

Valores expressos como média = EPM.

3.3. Atividade antioxidante in vitro

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro da HSFL, representada pela
concentracdo capaz de inibir 50% (ICso) dos radicais DPPH" e ABTS'", esta apresentada
na Tabela 3. A HSFL foi mais eficiente na captura do radical ABTS" em relacdo ao

radical DPPH", apresentando o 1Cso aproximadamente 1,57 vezes menor.

Tabela 3. Atividades antioxidantes do fruto de H. speciosa (HSFL).

DPPH* ABTS™
Amostras
ICso (ug/mL) ICso (ug/mL)
Acido ascérbico 2,65+ 0,20 1,43 + 0,09
BHT 1458 £ 2,15 10,15+ 0,94
HSFL 555,10 + 16,60 352,80 + 43,00

Valores expressos como média = EPM.
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3.4. Ensaios in vivo

3.4.1. Toxicidade aguda

Inicialmente avaliamos in vivo o parametro toxicidade em condicdo de tratamento
agudo com HSFL em diferentes concentracdes (0,01 a 1 mg/mL). As Figs. 2A e B
respectivamente, demonstram que em nenhuma das concentracOes avaliadas HSFL
promoveu alteracBes toxicolOgicas, representada pela viabilidade dos nematoides

durante os periodos de 24 e 48 h. A partir destes resultados definimos com seguranca as
concentracdes para 0s proximos ensaios.

A)

100 -
75 4
50

25

Viabilidade (%)

0_
Controle 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1

Concentragao (mg/mL)

B)
100+
757

501

Viabilidade (%)

251

Controle 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1
Concentragéo (mg/mL)

Fig. 2. H. speciosa (HSFL) ndo promove efeitos toxicos em C. elegans N2 no periodo de (A) 24
h e periodo de (B) 48 h. Os valores sdo expressos como média + EPM (n = 3). * p<0.05 quando
0 grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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3.4.2. Capacidade reprodutiva

A Fig. 3A mostra que nenhuma das concentragcdes avaliadas promoveram
alteracdes no numero diario ou total de progénies viaveis (Fig 3B). Estes resultados
indicam que os tratamentos com as diferentes concentracdes de HSFL ndo promovem

efeitos tdxicos que interfiram nos padrfes fisiologicos da capacidade reprodutiva dos

nematoides.
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Fig. 3. Efeito da polpa do fruto de H. speciosa (HSFL) sobre a capacidade reprodutiva em C. elegans N2
(A) Quantificagdo diaria do nimero de progénie de C. elegans tratados com HSFL. (B) Quantificagdo
total do nimero de progénie de C. elegans tratados com HSFL durante 5 dias. Os valores sdo expressos

como média £ EPM. ** p < 0.01 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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3.4.3. Capacidade Locomotora

O efeito de HSFL sobre a capacidade locomotora dos nematoides até as fases
adulto jovem e envelhecimento, representa um importante parametro para avaliar a
qualidade de vida dos nematoides em fases distintas do ciclo de vida. Observamos que
HSFL (500 e 1000 pg/mL) promoveram aumento da locomocao dos nematoides durante
a fase jovem adulto quando comparados ao grupo controle (Fig. 4A). A frequéncia de
curvaturas corporais no grupo controle foi de 20,95 * 0,90, j& os nematoides tratados
HSFL (500 e 1000 pg/mL) apresentaram 31,05 £ 1,16 e 34,30 + 1,21, respectivamente.

Além disso, surpreendentemente observamos efeito benéfico sobre a motilidade
dos nematoides tratados durante a fase de envelhecimento (Fig. 4B). Enquanto, a
frequéncia curvaturas corporais no grupo controle foi de 9,95 = 0,40, os nematoides
tratados HSFL (500 e 1000 pg/mL) apresentaram as frequéncias corporais de 14,80 +
0,47 e 18,35 £ 0,89, respectivamente. Estes resultados, quando comparados ao grupo
controle expressaram melhora em 48,74% e 84,42% para 0 ndmero de curvaturas

corporais (Fig. 4B).
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Fig. 4. Efeitos dos tratamentos com HSFL sobre a capacidade locomotora de nematoides N2. (A) Fase

Frequencia da curvatura corporal

Nematoides (Dia 7)

ovo até a fase jovem adulto e (B) Fase ovo até a fase de envelhecimento. Os valores sdo apresentados
como média £ DP. *p < 0.05; ** p < 0.01 e *** p < 0.001.
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3.4.4. Paralisia induzida por f-amiloide

Neste ensaio avaliamos o efeito da HSFL sobre a toxicidade induzida pelo
peptideo SA 1.42 sobre a paralisia dos nematoides (CL2006) transgénicos para DA em
condigdes permissivas de temperatura SOB 25 °C, e ainda em condicOes favoraveis a
sua recuperacdo. A Fig. 5 demonstra que os tratamentos com a HSFL (500 e 1000
png/mL) foram capazes de promover atrasos significativos nas taxas de paralisias dos
nematoides tratados quando comparados ao grupo controle em ambas as condicdes.
Observamos que ao final do periodo de avaliagcdo o grupo controle apresentou 87,5 +
1,70% de nematoides paralisados, enquanto os grupos tratados com a HSFL (500 e 1000
pg/mL) apresentaram 75,83 + 3,74% e 60,35 = 4,11% de nematoides paralisados,
respectivamente (Fig. 6A).

3.4.5. Reversdo da paralisia induzida por f-amildide

Os efeitos dos tratamentos com HSFL sob condicOes permissivas para inducgéo
de paralisia e favoraveis para reversdao da paralisia em nematoides CL2006 estdo
apresentados nas Fig. 6A e B. Apo6s o periodo de recuperacdo, houve diminuicdo da
percentagem de nematoides paralisados tratados com HSFL (500 e 1000 pg/mL),
correspondente a 51,17 + 4,54% e 32,46 * 6,75%, respectivamente, enquanto o controle
foi de 70,00 + 5,16% (Fig. 6A).

Ja Fig. 6B, demonstra a eficiéncia da HSFL em condicGes permissivas de
toxicidade e favoraveis a reversdao da paralisia. Os resultados demonstram que 0s
tratamentos com a HSFL (500 e 1000 pg/mL) ndo promoveram a paralisia de 24,17 +
3,74% e 39,65 + 4,11% dos nematoides, enquanto no grupo controle 12,50 + 1,71% dos
nematoides encontravam-se nao paralisados. Ap6s o periodo de recuperacdo, 0 grupo
controle apresentou 30,00 + 5,16% de nematoides ndo paralisados. Contudo, houve
aumento na porcentagem de nematoides ndo paralisados, sendo 45,83 * 4,55 % e 67,58

* 6,76% quando tratados com a HSFL (500 e 1000 pug/mL), respectivamente.
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Fig. 5. Atraso na paralisia induzida em C. elegans (CL2006), submetidos aos tratamentos com a HSFL.
*p < 0.05; **p < 0.01 e ***p < 0.001.
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Fig. 6. Efeitos dos tratamentos com HSFL em nematoides CL2006. (A) Percentagem de nematoides
paralisados ao final do periodo experimental (32h) e apds 24h equivalente ao periodo de recuperacéo. (B)
Percentagem de nematoides ndo paralisados ao final do periodo experimental (32h) e ap6s 24h
equivalente ao periodo de recuperacdo. *p < 0.05 e ***p < 0.001 com relacdo ao respectivo controle do
periodo avaliado.
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3.4.6. Protecdo contra o estresse térmico

Neste ensaio avaliamos o efeito protetor da HSFL contra o estresse térmico
sobre a viabilidade dos nematoides durante o periodo de 6 h (Fig. 7). A HSFL foi capaz
de proteger os nematoides a partir do periodo correspondente a 5 h de exposicéo, o
grupo controle apresentou 13,00 + 2,05% de nematoides viaveis, enquanto o tratamento
com a HSFL (1000 pg/mL) apresentou viabilidade de 21,87 = 2,07%. Ao final do
periodo experimental (6h), o percentual de nematoides vidveis no grupo controle foi de
2,50 + 1,34%, ja os tratamentos com HSFL (500 e 1000 pg/mL) apresentaram 10,72 +
0,72 e 18,13 + 1,32%, respectivamente.
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Fig. 7. Efeito protetor do fruto de H. speciosa (HSFL) contra o estresse térmico durante o periodo de
avaliacdo de 6 h utilizando o0 modelo bioldgico C. elegans. ** p < 0.01 e ***p < 0.001 em comparagdo ao

grupo controle.

3.4.7. Protecdo contra o estresse oxidativo

O aumento da resisténcia ao estresse oxidativo, demonstra um efeito protetor
benéfico frente ao agente estressor Juglone um potente gerador de espécies reativas de
oxigénio. Na Fig. 8, os nematoides tratados com a HSFL na menor concentragio
avaliada (500 pg/mL) demonstrou efeito protetor a partir da 3 h do periodo de
avaliacdo. Ao final do periodo de exposicdo 6 h, a viabilidade dos nematoides tratados
com a HSFL (500 pg/mL e 1000 pg/mL) foram de 20,37 + 2,75 e 5,78 + 1,51%,

enquanto no grupo controle a viabilidade foi de 2,72 + 1,42%.
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Fig. 8. Ensaio de prote¢do contra o estresse oxidativo em C. elegans N2, expostos aos tratamentos com
(HSFL) durante 6 h. *p < 0.05 e ***p < 0.001 em comparacao ao grupo controle (Juglone).

3.4.8. Expectativa de vida

Avaliamos a capacidade da HSFL em prolongar a vida, seus efeitos a sobre a
expectativa de vida média e maxima de nematoides N2. Os resultados demonstram que
a HSFL aumentou a expectativa de vida média e maxima dos nematoides ja na menor
concentracdo avaliada (Fig. 9 e Tabela 4). A expectativa de vida média dos nematoides
tratados com HSFL foi prolongada em 2,5 dias (500 pg/mL) e 1,6 dias (1000 pg/mL).
Os efeitos mais evidentes promovidos pela HSFL foram sobre expectativa maxima de
vida, sendo de 4,5 dias (500 pug/mL) e 5 dias (1000 pg/mL).
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Fig. 9. Ensaio de longevidade em C. elegans tratados com HSFL. O ensaio foi realizado em duplicata. A

andlise estatistica foi realizada com os valores de Prism 5.1 e p<0.001 calculados pelo teste de Log-rank.
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Tabela 4. Efeitos de HSFL sobre a expectativa de vida em C. elegans.

Tratamento Expectativa Extensdo Expectativa de  Extensao de Log-rank Ne° total
de vida de vida vidamaxima vida maxima Test vs. de
média média Controle nematoide
s
(ug/mL) (Dias) (%) (Dias) (%)
Controle 16,00 £ 1,0 - 25,50 £ 0,50 - - 120
HSFL
1850+15 15,6 30,00 £ 2,00 17,64 <0,0001*** 120
(500)
HSFL
1750+£0,5 9,37 30,50 £ 0,50 19,60 <0,05* 120
(1000)

3.4.9. Expressao de enzimas antioxidantes

Os efeitos de HSFL sobre a expressdo de enzimas antioxidantes em linhagens
transgénicas CF1553 (SOD-3::GFP) e CL2166 (GST-4::GFP) estdo apresentados nas
Figs. 10 e 11. A quantificacdo de fluorescéncia de SOD-3 foi aumentada em 42,00%

nos nematoides tratados com HSFL na maior concentracdo avaliada (Fig. 10). As

expressdes de GST-4 em ambas concentragdes foram reguladas negativamente (Fig.

11).
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Fig. 10. Expressdo de SOD-3::GFP (CF1553 [sod-3p : GFP]) em nematoides tratados com HSFL. Os

valores sdo expressos como média + EPM. *p<0.05 e **p<0.01, quando o grupo tratado foi comparado

com o grupo controle.
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Fig. 11. Expressdo proteica de GST-4::GFP (CL 2166 [ gst-4p : GFP]) em nematoides tratados com
HSFL. Os valores séo expressos como média + EPM. *p<0.05 e **p<0.01, quando o grupo tratado foi

comparado com o grupo controle.

3.4.10. Localizacédo de DAF-16

Para demonstrar o mecanismo associado ao efeito antioxidante de HSFL
analisamos a localizacdo subcelular do fator de transcricional DAF-16. Na Fig.12,
podemos observar que HSFL induziu maiores translocacGes para a regido intermediaria
das células de nematoides tratados com HSFL. Os resultados apresentaram translocacao
intermediaria de 95,67 * 4,33% (500 pg/mL de HSFL) e 99,00 + 1,00% (1000 pg/mL
de HSFL), enquanto o grupo controle apresentou 64,67 + 7,88%.
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Fig. 12. Localizacdo subcelular de DAF-16 em nematoides (TJ356 [daf-16p: daf-16a / b: GFP + rol-6
(su1006)]) tratados com HSFL. Os valores sdo expressos como média = EPM. #p < 0.05 e #p < 0.01
localizagdo citossélica quando comparado com o grupo controle. "p < 0.05 e ™p < 0.01, localizacdo

intermediéria quando comparado com o grupo controle.
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4. Discussao

O Brasil detém Biomas ricos em diversidade de espécies vegetais detentoras de
compostos com alto potencial para o desenvolvimento de suplementos alimentares e
medicamentos. Neste distinto grupo de plantas, as espécies frutiferas nativas apresentam
em sua constituicdo compostos biologicamente ativos que demonstram aspectos
relevantes tais como, a reduzida toxicidade e o potencial antioxidante, importantes para
a prevencdo de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, entre elas as doencas

neurodegenativas.

No presente estudo, identificamos 27 constituintes quimicos advindos dos frutos
de Hancornia speciosa. Os resultados da andlise fitoquimica apresentam como
constituintes quimicos majoritarios pertencentes as classes de compostos fendlicos,
entre eles, os compostos flavonoides e ndo flavonoides, os acidos fendlicos e seus
derivados. Além disso, acidos fendlicos e flavonoides glicosilados, tais como o acido
cafeoilquinico, quercetina e luteolina, também foram identificados. O perfil de
compostos fendlicos de H. speciosa, foi descrito por De Lima et al. 2015, os autores
demonstraram a presenca de flavonoides (catequina e rutina) e ndo flavonoides (acido
galico, &cido clorogénico, acido vanilico, acido o-marrinico e &cido rosmarinico) na
polpa do fruto de H. speciosa, adicionalmente, os autores investigaram o efeito
antimutagénico, enfatizando o potencial uso deste fruto como alimento funcional e sua

aplicabilidade na inddstria de alimentos.

Em nosso estudo, identificamos os compostos quimicos &cido ascérbico e &cido
cafeico, descritos por Chan et al. 2016 pela capacidade de quelar metais de transicao,
tais como Cu (I1), Zn (11) e Fe (I1), atividade antioxidante contra os radicais livres, e
ainda inibicdo da fibrilacdo do peptideo neurotoxico Apao, sugerindo efeitos benéficos
associados a DA.

Pela primeira vez, foram identificados nos frutos, constituintes derivados de
acidos graxos, sendo estes, o acido octadecadienoico, acido hexadecanoico e acido
octadecenoico. Os &cidos graxos desempenham importante papel no metabolismo
energético celular e sdo descritos como moléculas sinalizadoras que regulam varios
efeitos fisioldgicos, tal como a inflamagdo (Proschak et al., 2017). Entre os acidos

graxos identificados em HSFL, foram predominantes o acido oleico monoinsaturado
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(&cido octadecenoico), o acido linoleico poli-insaturado (acido octadecadienoico),
seguido do acido palmitico saturado (&cido hexadecanoico). O &cido oleico tem sido
associado a regulacdo do metabolismo celular e aos efeitos fisiologicos, como o
desenvolvimento embrionério e a longevidade em C. elegans (Fayezi et al., 2018 e Han
et al., 2017). O écido linoleico foi descrito por desempenhar importante papel na
sinalizacdo de indicadores relacionados a inflamacdo (TNF-o, IL-6, MMP9) e aos
marcadores relacionados ao estresse oxidativo (ox-LDL, MDA e SOD), levando a
regulacdo do estado de estresse oxidativo e efeitos anti-inflamatérios (Li et. al., 2019).
J4 o acido saturado palmitico, desempenha importante papel no comportamento
alimentar, bem como no metabolismo de lipidios e glicose, entretanto quando incluido
na dieta em elevadas concentragdes, esta associado ao desenvolvimento de doencas
metabdlicas relacionadas a obesidade, como resisténcia a insulina e diabetes mellitus
tipo Il (Morselli et al., 2019).

Notavelmente, identificamos em HSFL um constituinte quimico considerado
promissor na categoria de moléculas potenciais para estudos sobre estrutura-atividade
relacionados a DA, trata-se do composto O-caffeoyl hexoside (verbascoside). Korshavn
et al., 2015, investigaram a atividade bioldgica de diferentes estruturas de verbacoside, e
descreveram a capacidade destes compostos em regular a agregacdo e reduzir a
citotoxicidade de metais livres e metais associados ao peptideo SA, indicando que o
composto verbacoside representa uma estrutura promissora para o desenvolvimento de
alvos moleculares contra DA.

A quantificacdo de compostos naturais antioxidantes, incluindo antioxidantes
lipofilicos, em produtos naturais, fornece parametros-chave para avaliar a qualidade e o
potencial bioldgico de produtos fitoterapicos (Dos Santos et al., 2018d). Neste estudo,
compostos antioxidantes lipofilicos, entre eles, 3-caroteno, as clorofilas a e b e licopeno,
foram quantificados em HSFL. Estudos in vitro e in vivo demonstraram atividades anti-
inflamatorias e antioxidantes promovidas por estes compostos (Amrani-Allalou et al.,
2019 e Zheng et al., 2019). Tais propriedades benéficas despertam grande interesse da
indUstria, que os utiliza em formulagdes farmacéuticas, nutracéuticas e como aditivos
alimentares de alto valor agregado.

Embora os seres humanos e outros animais ndo sejam capazes de sintetizar
carotenoides, estes compostos desempenham propriedades bioldgicas importantes na
reproducdo e desenvolvimento embrionario, modulagdo imunoldgica e na manutencdo
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dos tecidos oculares (Muller-Maatsch et al., 2017). Ja as clorofilas exibiram atividade
antioxidante e melhoraram consistentemente a atividade de eliminagdo de radicais
peroxil, suprimiram a producdo de EROS mitocondrial e peroxido de hidrogénio em
células cancerigenas (Vaikova et al., 2018). Dentre os compostos quantificados e
identificados em HSFL, o &cido ascorbico, conhecido como vitamina C, foi definido
como um dos compostos antioxidantes mais importantes para 0s seres humanos,
atuando contra danos causados pelo estresso oxidativo, devido a sua capacidade de doar
elétrons para as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Carocho & Ferreira, 2013).
Foram descritos relevantes evidéncias sobre o &cido ascorbico para o desenvolvimento e
funcionamento normais do cérebro, como func¢Bes neuromodulatérias e sequestradora
de espécies reativas de oxigénio geradas durante a atividade sinaptica e no metabolismo
neuronal. Essas sdo propriedades importantes, pois o desequilibrio redox e a agregacao
anormal de proteinas constituem mecanismos centrais implicados na patogénese de
doencas neurodegenerativas, incluindo a DA (Moretti et al., 2017). Além do efeito
neuroprotetor através da modulacdo da neuroinflamacéo e a supressdo da fibrilacdo do
peptideo B-amiloide (Monacelli et al. 2017).

Diante da caracterizacdo e identificacdo dos constituintes quimicos, nos
motivamos a investigar a capacidade antioxidante de HSFL em sistemas in vitro. HSFL
apresentou atividade antioxidante via captura direta de radicais livres DPPH" e
descoloracdo do radical ABTS'™. Podemos atribuir a atividade antioxidante aos
compostos bioativos quantificados, entre eles 0s compostos fendlicos, que apresentam
em sua estrutura de anéis aromaticos capazes de estabilizar e deslocar elétrons
desemparelhados de radicais livres, e consequentemente podem reduzir danos
oxidativos (Nayak et al., 2015). E ainda, compostos carotenoides e 0s pigmentos
lipofilicos, descritos pela capacidade de impedir a oxidacdo de substratos, promovendo
efeitos benéficos ao organismo e atuando em diferentes mecanismos de defesa
antioxidante (Fiedor & Burda, 2014 e Kurutas, 2016).

Adicionalmente, os potenciais efeitos in vivo de HSFL foram investigados no
nematoide Caenorhabditis elegans. Este modelo de experimentagdo é um dos mais
versateis organismos utilizados em estudos sobre vias moleculares relacionadas a
diversas doencas e ao envelhecimento.

Inicialmente avaliamos a toxicidade aguda, considerada um dos principais
pardmetros realizados na prospeccao de agentes terapéuticos, nutracéuticos e farmacos.
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Verificamos que as concentragOes avaliadas de HSFL ndo alteram a viabilidade dos
nematoides. Em seguida, a capacidade reprodutiva dos nematoides foi avaliada, também
investigada como um indicativo de possiveis efeitos tdxicos no estagio de
desenvolvimento L4 e, de modo indireto, na atividade neuromuscular para postura de
ovos (Boyd et al., 2010; Peterson et al., 2008). N&o foram observadas quaisquer
alteracbes no numero de progénie dos nematoides tratados com HSFL em rela¢do ao
controle. Estes resultados, corroboram com estudos realizados em C. elegans, que
demonstraram auséncia de toxicidade e alteracdo da capacidade reprodutiva utilizando
extratos provenientes de frutos, consumidos popularmente, tais como, macgé, romé e
guarand (Vayndorf et al. 2013a; Barathikannan et al., 2016 e Tambara et al., 2018a).
Ainda, nesta perspectiva investigamos os possiveis efeitos toxicos de HSFL sobre a
capacidade locomotora dos nematoides, consideramos que a reducdo da locomocéo
poderia afetar a qualidade de vida dos nematoides em diferentes fases do ciclo de vida.
Contudo, observamos a melhora significativa da capacidade locomotora nos grupos
tratados nas fases adulta e de envelhecimento. Estes resultados nos conduziram a
investigar o potencial efeito benéfico de HSFL em cepas transgénicas para DA. Para
isto, utilizamos a linhagem transgénica CL2006 que apresenta agregados de peptideos
amiloides constituidos nos musculos da parede de seu corpo, e este processo é
dependente da idade, descrito como similar ao ocorrido no cérebro de pacientes com
DA.

Em humanos diagnosticados com DA, observam-se o comprometimento
cognitivo, ocorrendo a perda da linguagem e habilidades motoras (Kirova et al., 2015 e
Voglein et al., 2019), ja nematoides CL2006, em condi¢cdes permissivas apresentam a
paralisia progressiva do corpo como consequéncia da toxicidade do peptideo SA,
permitindo a avaliacdo da progressédo dos nematoides em paralisia (Regitz et al., 2016).
Nossos resultados, demonstraram que HSFL foi capaz de atrasar significativamente a
paralisia induzida por SA em nematoides transgénicos para DA, e ainda, curiosamente
reverteu a paralisia quando o0s nematoides foram submetidos as condi¢bes de
tratamentos e temperatura favoraveis a sua recuperacao. Este € o primeiro estudo acerca
do efeito protetor do fruto nativo sobre a reducdo da toxicidade de SA e reversdo da

paralisia no modelo C. elegans para DA.
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Diante das consistentes evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo na
patogénese da DA, investigamos se os efeitos protetores de HSFL estariam associados
com sua capacidade antioxidante. Entdo, avaliamos o efeito protetor de HSFL em C.
elegans submetidos a duas condigdes de estresse, sendo estas, estresse térmico e

estresse oxidativo.

Em nosso estudo, os nematoides tratados com HSFL demonstraram efetiva
protecdo, contra o estresse térmico. O efeito protetor demonstrado possivelmente esta
relacionado com a diversidade dos compostos bioativos e o sinergismo de estruturas
quimicas presentes em HSFL. Estudos anteriores demonstraram que o tratamento com
compostos naturais antioxidantes pode atuar em mecanismos promotores de resisténcia
de nematoides expostos ao estresse térmico, apresentando fungdes especificas de
sinalizacdo celular como a regulacdo da expressdo de proteinas de choque térmico
(HSPs) (Zamberlan et al., 2016 e Wilson et al., 2006).

O estresse oxidativo foi descrito por desempenhar importante papel na
patogénese da DA, pois com 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio ocorre a perda de funcdo de enzimas de defesa do sistema antioxidante
(Butterfield et al., 2013), este processo também limita a qualidade e a expectativa de
vida em C. elegans (Meng et al., 2017). Nesta perspectiva, continuamos investigando 0s
efeitos antioxidantes de HSFL contra o estresse oxidativo induzido utilizando o
composto pro-oxidante Juglone. Nossos resultados demonstraram que HSFL exibe
efeito protetor contra o estresse oxidativo. Outros estudos evidenciam o efeito benéfico
de extratos advindos de frutos, promovendo o efeito protetor em nematoides tratados
contra o estresse oxidativo induzido (Vayndorf et al., 2013b; Tambara et al., 2018b e
Guerrero-Rubio et al., 2019a).

Recentes estudos elucidam efeitos benéficos mediados por compostos naturais,
tais como melhora da saude, protecdo contra estressores térmicos e oxidativos e efeito
pré-longevidade em C. elegans (Van Raamsdonk, 2018; Guerrero-Rubio et al., 2019b).
Deste modo, exploramos esta hipotese e avaliamos os efeitos de HSFL sobre a
expectativa de vida de nematoides selvagens e seus mecanismos subjacentes. N0ossos

resultados demonstram que a HSFL foi capaz de aumentar a expectativa média de vida,
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inclusive na menor concentragdo avaliada, além de promove a longevidade em C.

elegans.

As vias de sinalizagdo e processos biogquimicos envolvidos no aumento da
expectativa de vida sdo conservados em humanos e C. elegans (Chen et al., 2019). O
fator transacional DAF 16/FOXO, é considerado o principal fator-chave de transcricao,
capaz de integrar diferentes sinais dessas vias para modular a longevidade, através da
ativacdo de genes alvos (Sun et al., 2017). Neste estudo, as enzimas antioxidantes SOD-
3 e GST-4, alvos de DAF-16 e SKN-1, foram quantificadas em nematoides tratados
com HSFL. Observamos a regulacdo positiva para SOD-3 e regulacdo negativa para
GST-4, podemos sugerir que HSFL pode atuar por outras vias, uma vez que, neste
trabalho, a maior expressdo do fator transacional de DAF-16 foi localizada na regido
intermediéria das células. Assim, podemos inferir que a extensdo do tempo de vida e
ativacdo da expressdo de proteinas antioxidantes ndo é estritamente dependente de
DAF-16 e que outras vias podem estar relacionadas com o sinergismo dos constituintes

quimicos e suas respostas bioldgicas.

Em conclusdo, o presente estudo sobre o fruto nativo brasileiro H. Speciosa
identificou diferentes constituintes bioativos com atividade antioxidante promissora,
confirmadas em ensaios in vitro e in vivo. Além disso, demonstramos pela primeira vez
que H. speciosa foi capaz de aumentar a expectativa de vida e atenuar a toxidade
causada pelo peptideo A, em cepa transgénica para a Doenca de Alzheimer. Assim,
estes resultados lancam novas perspectivas de estudos para aplicacdes de interesse nas
indUstrias alimenticia e farmacéutica para elaboracdo de férmulas ou produtos naturais
com propriedades nutracéuticas que auxiliem na prevencdo e tratamento de doencas

neurodegenerativas.
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5.4 Propriedades antioxidantes do fruto nativo Caryocar brasiliense Camb.

melhoram a qualidade de vida e promovem longevidade em Caenorhabditis elegans

Destaques:

o O fruto pequi é nativo do Bioma Cerrado brasileiro.

o Compostos bioativos estdo presentes na polpa do fruto pequi.

o In vitro, CBPF demonstrou atividade antioxidante.

o In vivo, CBPF promove os efeitos benéficos a salide e aumenta a expectativa de
vida.

Resumo gréfico:
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Resumo

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae) nativa do Bioma Cerrado, produz
frutos apreciados pela culinaria tradicional brasileira e suas partes vegetais séo
utilizadas na medicina popular. Neste estudo, caracterizamos 0s compostos bioativos da
polpa do fruto C. brasiliense (CBFP) e investigamos a atividade antioxidante in vitro e
suas propriedades bioldgicas no modelo Caenorhabditis elegans. A caracterizacao
quimica demonstrou a presenca de compostos fenolicos e flavonoides, compostos
lipofilicos e &cido ascorbico. A atividade antioxidante foi apresentada pela captura
direta de radicais livres (DPPH"e ABTS™) e prote¢do contra danos oxidativos ao DNA.
Nos ensaios in vivo, CBFP ndo apresentou efeitos toxicos e alteracdo da capacidade
reprodutiva, houve melhora da capacidade locomotora e aumento da expectativa de vida
em C. elegans. CBPF demonstrou efeito protetor contra toxicidade do peptideo SA em
cepas transgénicas (CL2006) para doenca de Alzheimer. O efeito protetor de CBPF
também foi observado frente as condicdes de estresse oxidativo e térmico. Tomados em
conjunto, os resultados demostram que CBPF apresenta efeitos benéficos promotores de
salde e qualidade de vida em C. elegans, demonstrando seu potencial para o
desenvolvimento de novos suplementos alimentares que promovam efeitos benéficos

para saude humana.

Palavras-chave: Pequi; Compostos bioativos; Efeito protetor; C. elegans; Qualidade de

vida
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1. Introducgéo

O Brasil abriga biomas ricos em biodiversidade, entre estes, o Cerrado constitui
um patrimdnio de recursos naturais, com destaque para as espécies de plantas frutiferas,
detentoras de caracteristicas sensoriais Unicas e alto valor nutricional. A espécie
Caryocar brasiliense Camb (Caryocaraceae), produz frutos comestiveis, popularmente
conhecidos como pequi ou pequia e amplamente utilizados na culinéria regional (De
Oliveira et al., 2018%. Na medicina popular, a polpa do fruto é utilizada para
tratamentos estomacais e doencas respiratorias (Roll et al., 2018). Estudos
demonstraram propriedades bioldgicas e farmacoldgicas advindas principalmente do
Oleo extraido da polpa dos frutos de C. brasiliense, descritas pelo potencial
quimiopreventivo contra o cancer hepatico em ratos (Palmeira et al., 2016) e efeitos
analgesico e anti-inflamatério em camundongos (Jorge et al., 2019). Além disso,
Traesel et al. 2016, demonstraram que o Oleo da polpa do fruto, apresenta baixa
toxicidade aguda e subcronica em roedores. Ja a farinha obtida a partir da casca
desidratada do fruto, apresentou compostos fendlicos e antocianinas e exibiu atividade
antioxidante (Ledo et al., 2017). A importancia desta espécie frutifera nativa como
alimento medicinal é atribuida por sua relevante diversidade de compostos bioativos,
tais como, vitamina A, carotenoides e compostos fendlicos (Nascimento-Silva & Naves,
2019a). Compostos fenolicos anteriormente identificados nas folhas de C. brasiliense
foram associados aos efeitos benéficos de protecdo celular, sendo capazes de atuar
contra a acdo de espécies reativas e efeitos neuroprotetores associados as propriedades
anticolinesterasicas e antioxidantes (De Oliveira et al., 2018). Os danos oxidativos
ocasionados por moléculas altamente reativas contribuem para o processo de
senescéncia celular (Jiang et al., 2016) e estdo vinculados ao desenvolvimento e
progressdo de doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (DA).

Os frutos sdo considerados elementos importantes que constituem a dieta
humana e a sua ingestdo aliada a pratica do exercicio fisico, sdo estratégias potenciais
para a melhoria da qualidade de vida e prevencdo de doencas relacionadas ao processo
oxidativo e envelhecimento, tais como as doencas neurodegenativas (Miranda et al.,
2017). Considerando que a intervencdo dietética e estratégias terapéuticas,
desempenham funcdes cruciais para melhoria da qualidade de vida e prevencdo de
doencas, é imprescindivel a busca por produtos naturais que possam atuar de maneira
benéfica em mecanismos associados aos processos oxidativos e de envelhecimento.
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Contudo, sdo escassos estudos sobre as propriedades bioldgicas e funcionais advindas
da polpa do fruto pequi em modelos de experimentagéo in vivo.

Assim, o objetivo deste trabalho, foi caracterizar compostos bioativos e avaliar a
capacidade antioxidante in vitro e in vivo da polpa do fruto de C. brasiliense. Além
disso, pela primeira vez, investigamos parametros associados a qualidade de vida, entre
eles, a capacidade reprodutiva, a locomogdo e a longevidade. Adicionalmente,
avaliamos os efeitos de C. brasiliense sobre a toxicidade do peptideo p-amiloide em C.

elegans transgénicos para Doenca de Alzheimer.

2. Material e métodos

2.1. Coleta do material vegetal

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento tradicional associado
(SisGen), cadastro numero AAG6FADF). Os frutos da espécie C. brasiliense foram
coletados no municipio de Dourados (S 21° 59 41,8” ¢ W 55° 19 24,9”), no estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil. Uma exsicata foi identificada por um botanico e depositada
no Herbario da Universidade Federal da Grande Dourados com numero de registro
5412,

2.2. Preparacdo da polpa de C. brasiliense

Para obtencéo da polpa do fruto C. brasiliense (CBFP), os frutos foram lavados
em &gua corrente para eliminacdo de impurezas, sanitizados por imersdo em solucéo
Sumaveg® (3,3 g/L de agua) durante 15 min, lavados com agua potavel, despolpados,
seguido liofilizacdo e acondicionados a - 80 ° C. O rendimento da polpa liofilizada foi

calculado pela seguinte equacdo:
peso da polpa fresca (g) x 100

Polpa liofilizada (%) =
olpa liofilizada (%) peso resultante do processo de liofilizagdo (g)

Para os ensaios experimentais, 0,005 g de CBFP foi ressuspendida em 5 mL de
agua ultrapura estéril e homogeneizada por agitacdo constante por 5 min. Em seguida,
acondicionado em tubos protegidos da luz e mantidos refrigerados a 4 °C por 24 h,
buscando obter uma maior dissolucéo da polpa e seus constituintes quimicos. Somente,

apos este periodo a CBFP foi utilizada nas analises experimentais.
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2.3. Determinacao dos compostos fenolicos e flavonoides totais
Para determinacdo dos teores de compostos fenolicos e flavonoides a CBFP foi

centrifugada a 5000 rpm durante 10 min e o sobrenadante utilizado nas analises.

2.3.1. Compostos fenolicos

Os teores de compostos fendlicos presentes na CBFP, foi determinado através do
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Para isso, 2,5 mL de reagente de Folin —
Ciocalteu (1:10 v/v, diluido em agua destilada) foram adicionados a 0,5 mL de CBFP
(na concentracdo de 500 pg/mL). Esta solucdo foi incubada no escuro durante 5 min.
Subsequentemente, 2,0 mL de carbonato de sédio aquoso a 14% (Na.COs) foram
adicionados e incubados a temperatura ambiente, durante 120 min, protegidos da luz. A
absorbancia foi mensurada a 760 nm utilizando um espectrofotdmetro T70 UV/Vis (PG
Instruments Limited, Leicestershire, UK). O acido gélico (0,0004 — 0,0217 mg/mL) foi
utilizado para construcdo da curva padrao de calibragdo. O teor de compostos fendlicos
presentes na CBFP foi expresso em mg equivalente ao acido galico (GAE)/g de polpa.

Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.3.2. Flavonoides totais

Para determinacdo dos teores de flavonoides na CBFP uma solucédo etandlica de
hexa-hidrato de cloreto de aluminio a 2% (AICl3.6H20) (4,5 mL) foi adicionada a 0,5
mL de polpa (na concentracdo de 500 pg/mL) e esta solucdo foi mantida no escuro
durante 30 min em temperatura ambiente. Subsequentemente, as absorbancias foram
mensuradas a 415 nm (espectrofotdmetro T70 UV/Vis, PG Instruments Limited,
Leicestershire, Reino Unido). Foi utilizado na preparacdo da curva de calibracdo o
composto padrdo quercetina (0,0004 — 0,0217 mg / mL). O conteudo total de
flavonoides na CBFP foi expresso em mg equivalente de quercetina (QE)/g de polpa.
Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.3.3. Determinacao de compostos lipofilicos

Para a determinacdo dos compostos antioxidantes lipofilicos [-caroteno,
licopeno e clorofila a e b foram utilizados (150 mg) da CBFP vigorosamente agitada em
10 mL de uma mistura acetona-hexano (4:6, v/v) por 1 min, posteriormente filtrada
utilizando papel de filtro qualitativo Whatman® Grau 4. As absorbancias do filtrado
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foram mensuradas a 453, 505, 645 e 663 nm. Os teores de B-caroteno, licopeno e
clorofila a e b foram calculados de acordo com equacdes matematicas: B-caroteno =
0,216 x Abs663 - 1,220 x Abs645 - 0,304 x Abs505 + 0,452 x Abs453; Licopeno = -
0,0458 x Abs663 + 0,204 x Abs645 + 0,304 x Abs505 - 0,0452 x Abs453; Clorofilaa =
0,999 x Abs663 - 0,0989 x Abs645 e Clorofila b = - 0,328 x Abs663 + 1,77 xAbs645.
Os resultados foram expressos em mg/100 g de CBFP. Foram realizados trés ensaios

independentes em triplicatas.

2.3.4. Determinacdo do acido ascorbico

Para determinacdo da concentracdo de acido ascorbico, 0,5 g de CBFP foi
homogeneizada vigorosamente em 50 mL de acido oxalico. Na sequéncia, 20 mL desta
solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado
com acido oxalico. A mistura foi filtrada, utilizando papel de filtro qualitativo
Whatman® Grau 4. O filtrado foi utilizado para titular uma solucéo do indicador DCFI.
(2,6—diclorofonolindofenol-sddio). A titulacdo foi finalizada pela presenca da coloracao
rosa persistente por 15 s. O 4cido ascorbico foi utilizado como controle padrdo. Os
resultados foram calculados com base na seguinte equacao e expressos em mg de acido
ascorbico/100 g de CBFP:

]‘?’E.Q'VII'C - DcF{nmﬂsh'n 100 W (Mso!z'a:lzta + Mﬁ?ﬂﬂs‘h"ﬂj 20mL
1uﬂgnmﬂsh'n B DCF{pndrﬁo Mnmosh'n rn’po!pﬁ 10mL
® F
M 1
=—PMx—x10
50 25

Onde, DCFlamostra € DCFlpagrio S80 respectivamente o volume gasto na titulagdo
da amostra e do padrdo em mL, Mamostra, Msolvente € Mpolpa S30 respectivamente a
quantidade em massa de amostra, de solvente adicionado para a titulacdo da amostra e
de aliquota da amostra (g). F é a quantidade de acido ascArbico necessaria para reduzir o
DCFI (mg) e Maa ¢ a quantidade em massa de acido ascérbico (mg). Foram realizados

trés experimentos independentes em triplicatas.
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2.4. Atividade antioxidante in vitro

2.4.1. Atividade de captura do radical livre DPPH®

Para os experimentos, misturou-se 0,2 mL da CBFP (0,1 — 1000 pg / mL) com
1,8 mL da solucdo de DPPH® (0,11 mM) diluido em etanol 70%. A mistura foi
homogeneizada e incubada em temperatura ambiente durante 30 min e protegida da luz.
A absorbéncia foi mensurada a 517 nm. O acido ascorbico e o BHT hidroxitolueno
butilato (0,1 — 1000 pg/mL) foram utilizados como antioxidantes de referéncia
(controles positivos). Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas. A
curva de inibigdo foi preparada e os valores de ICso (concentracdo necessaria para inibir
50% dos radicais livres) foram calculados. A porcentagem de eliminagdo do radical
livre DPPH" foi calculada a partir do controle (solucdo de DPPH™ 0,11 mM) utilizando

equacéo a seguir:

Captura do radical DPPH" (%) = 1 — 2229m252 o 199

Abz controle

2.4.2. Ensaio de descoloracéo do radical ABTS™

Para os ensaios, o radical ABTS™ foi preparado a partir da mistura 5 mL da
solugdo de 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) na
concentracdo de 7 mM e 88 uL da solucdo de persulfato de potassio (140 mM). A
mistura foi mantida durante 12-16 h em temperatura ambiente, protegida da luz. Em
seguida, a solucdo foi diluida em etanol absoluto até obter uma absorbancia de 0.70 +
0.05 a 734 nm. Posteriormente, 20 pL da CBFP (0,1 — 1500 pg / mL) foi misturada com
1980 pL do radical ABTS™". A solucdo foi homogeneizada e incubada durante 6 min.
em temperatura ambiente e protegida da luz. A absorbancia foi mensurada a 734 nm. O
acido ascdrbico e o BHT foram utilizados como antioxidantes de referéncia (controles
positivos). Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas. A curva de
inibicdo foi preparada e os valores de ICso foram calculados. A porcentagem de inibicao

do ABTS'" foi determinada de acordo com a seguinte equacao:

|n|b|(;5.0 de ABTS™ (%) - (:-lbs controle—Absz mnmrrn) % 100

Abs controle
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2.4.3. Dano oxidativo induzido ao DNA

Para avaliar a capacidade antioxidante de CBFP contra danos no DNA, utilizou-
se 0 ensaio de inducdo ao dano oxidativo ao plasmideo. Resumidamente, a mistura de
reacdo continha 4pL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e 50 ng/pL de
plasmideo pcDNA 3.1 + Gentanicin. Foram realizadas diluicbes de CBFP em PBS que
variaram de 1 até 2000 pg/mL. Para os ensaios foram utilizados 4uL de CBFP (1- 2000
pug/mL), 4 puL de plasmideo pcDNA 3.1 e 4pL de peroxido de hidrogénio (30%). As
amostras foram incubadas no equipamento transiluminador (UVT- 312) a 302 nm, sob
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, as amostras foram transferidas
para o gel de agarose (2%) contendo brometo de etidio (10 mg/mL). Os controles
positivos utilizados foram quercetina, catequina, acido galico e rutina. O gel foi
digitalizado em fotodocumentador Gel Doc™ EZ System e analisado por Software
Image Lab™. Os efeitos do CBFP foram expressos em porcentagem de DNA
fragmentado. Foram realizados dois ensaios independentes.

2.5. Ensaios in vivo

2.5.1. Cepas e condi¢Oes de manutencéo de C. elegans

Para a realizagéo dos ensaios in vivo, foram utilizados nematoides tipo selvagem
N2 Bristol e as cepas CL2006 (dvis2 [pCL12(unc-54/human AB 1-42 minigene) +
pRF4]); CF1553 (muls84 [(pAD76)sod-3p:GFP+rol-6(su1006)]) e CL2166 (dviIs19
[(pPAF15) gst-4p::GFP::NLS] Il1), obtidas do Caenorhabditis Genetics Center (CGC),
Minnesota, EUA. A cepa CL2006 possui o peptideo AP 142 que expressa 0 gene
promotor especifico unc-54, conduzindo a paralisia muscular progressiva em
nematoides adultos. Os nematoides foram mantidos em estufas incubadoras a 16 °C ou
20 °C, cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura para crescimento
Nematode Growth Medium (NGM) e alimentados com bactérias Escherichia coli
(OP50) de acordo com BRENNER, 1974. As bactérias utilizadas como alimento para 0s
nematoides foram inativadas com o antibiotico Canamicina (10mM).

A cultura de nematoides foi sincronizada com hipoclorito de sodio a 2% e
hidroxido de sodio 5M. Nos ensaios de toxicidade aguda, 0s ovos resistentes a lise
alcalina, foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo
NGM e E. coli (OP50) até atingirem a fase L4. Para 0s demais ensaios, 0S 0VO0S
resistentes a lise alcalina foram coletados e transferidos para placas de Petri contendo
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meio de cultivo NGM, E. coli (OP50) com &gua ou concentra¢cdes da CBFP (400 ou
1000 pg/mL) até atingirem a fase L4. O pré-tratamento consistiu em expor durante 30
min 0s nematoides sincronizados, em seus respectivos tratamentos, agua (controle

negativo) ou concentracfes de CBFP (400 ou 1000 pg/mL) em meio MO.

2.5.2. Ensaio de Toxicidade aguda

Nestes ensaios, avaliamos o efeito tdxico da exposicdo aguda ao CBFP em
nematoides N2. Em média 10 nematoides, sincronizados em fase L4, foram transferidos
para microplacas de 96 pogos contendo meio de cultura M9 (100 puL) e CBFP (100 pL)
em diferentes concentragdes (10 a 1000 pg/mL). Posteriormente, os nematoides foram
incubados a 20 °C por 24 e 48 h. Como controle negativo, 0os nematoides foram
incubados apenas com meio de cultura M9 (200 uL). Apo6s o periodo de incubacdo, a
viabilidade dos nematoides foi avaliada pela sensibilidade ao toque com auxilio de um
fio de platina. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicatas.

2.5.3. Ensaio de capacidade reprodutiva

Para avaliar os efeitos de CBFP sobre a capacidade reprodutiva de nematoides,
quantificamos o0 nimero de progénies viaveis durante o periodo reprodutivo de cinco
dias. Nestes ensaios, ap0s a sincronizacdo, cinco nematoides L4 foram pré-tratados e
transferidos diariamente para novas placas contendo meio NGM/E coli (OP50) e a4gua
ou CBFP nas diferentes concentragBes experimentais. O nimero de progénie foi
avaliado em cada placa ap6s alcancar a fase larval L3 ou L4. Os resultados estdo

expressos pela média de trés ensaios independentes.

2.5.4. Ensaio de capacidade locomotora

A avaliacdo do efeito de CBFP sobre a capacidade locomotora foi realizada em
duas fases do ciclo de vida dos nematoides, sendo a primeira fase foi de ovo até adulto
jovem (dia 2 apds L4) e a segunda fase foi de ovo até envelhecimento (dia 7 apds L4).
Para isto, apds a sincronizagdo, em média 10 nematoides na fase L4, foram transferidos
diariamente para novas placas contendo seus respectivos tratamentos CBFP (400 ou
1000 pg/mL) até atingirem a primeira fase (adulta) ou a segunda fase (envelhecimento).
Apbs estes periodos, os nematoides foram transferidos para novas placas contendo
apenas meio de cultivo NGM, seguido da aclimatacdo durante 1 min e posterior
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avaliacdo. Nas avaliagdes, foram quantificadas o nimero de curvaturas sinusoidais no

periodo 30 s de locomocgdo. Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas.

2.5.5. Ensaio de paralisia induzida por f -amiloide

Nestes ensaios, avaliamos o efeito de CBFP sobre a paralisia progressiva
induzida por p-amiloide utilizando cepas transgénicas CL2006 para DA. Os ovos foram
sincronizados em placas de Petri contendo apenas NGM/ E. coli por 72 h, a 20 °C. Apds
isso, 0s nematoides foram pré-tratados em meio M9 contendo agua ou CBFP (400 ou
1000 pg/mL) por um periodo de 1 h a 20 ° C. Em seguida, 20 nematoides foram
transferidos para novas placas de Petri de 35 mm contendo os respectivos tratamentos.
Posteriormente, para iniciar a paralisia induzida por g-amiloide, os nematoides foram
mantidos a 25 °C durante de 22 h. Apos a inducdo da paralisia, as avaliacdes foram
realizadas a cada 2 h, durante o periodo de 10 h. Os nematoides foram classificados
como paralisados quanto a incapacidade de mover seus corpos quando estimulados por

um fio de platina.

2.5.6. Ensaios de expectativa de vida

Nos ensaios de expectativa de vida foram utilizados nematoides N2 (L4) pré-
tratados com agua (controle negativo) ou CBFP (400 ou 1000 pg/mL). No primeiro dia
da fase adulta L4 (dia 1), 20 nematoides por grupo foram transferidos para novas placas
NGMI/E. coli OP50 contendo seus respectivos tratamentos. Durante 0s seis primeiros
dias, correspondentes ao periodo de reproducdo, os nematoides foram transferidos
diariamente para novas placas NGM contendo CBPF (400 ou 1000 pg/mL). A partir do
7% dia, a transferéncia para novas placas ocorreu a cada dois dias. As avaliacOes
consistiram em classificar os nematoides como mortos ou vivos até o dia de registro de
morte do ultimo nematoide. Os nematoides eram considerados mortos quando nao se
movimentavam com ou sem estimulo ao toque com um fio de platina. Nematoides com
ovos eclodidos internamente ou ndo visualizados nas placas tiveram seus dados

excluidos. Foram realizados dois ensaios independentes em triplicatas.
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2.5.7. Ensaio de estresse térmico

Nos ensaios de protecdo contra o estresse térmico, em média 20 nematoides (L4)
foram pré-tratados e transferidos para novas placas contendo meio NGM/E. coli (OP50)
e agua ou CBFP (400 ou 1000 pg/mL). O estresse térmico foi induzido pelo aumento da
temperatura de cultivo de 20 °C para 37 °C, e avaliado a cada hora de exposicdo pelo
periodo experimental de 6 h. A viabilidade dos nematoides expostos a 37 °C nos
diferentes periodos de incubacéo foi confirmada apos o periodo de recuperacdo de 16 h
a 20 °C, pela sensibilidade ao toque utilizando um fio de platina. Foram realizados trés

ensaios independentes em triplicatas.

2.5.8. Ensaio de estresse oxidativo

Os ensaios de protecdo contra o estresse oxidativo foram realizados por
exposicdo dos nematoides ao agente oxidante Juglone (5-Hydroxy-1,4-naphthoquinone)
em concentracao letal (250 uM). Apds a sincronizacdo, em média 10 nematoides (L4),
foram pré-tratados e transferidos para microplacas de 96 poc¢os contendo 100 uL de
meio de cultura M9, 100 puL da CBFP (400 ou 1000 pg/mL) e 50 pL de Juglone. Como
controles, os nematoides previamente incubados com agua, foram expostos a 250 pL
meio de cultura M9 (controle negativo) ou 200 puL de meio M9 mais 50 pl Juglone
(controle positivo). Todas as microplacas foram incubadas a 20 °C e a viabilidade dos
nematoides avaliada a cada hora pelo periodo experimental de 6h. A viabilidade dos
nematoides foi confirmada pela sensibilidade ao toque utilizando um fio de platina.
Foram realizados trés ensaios independentes em triplicatas.

2.5.9. Expressdo de SOD-3 e GST-4 marcadas com GFP

Para analisar a expressdo das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD-3) e glutationa S-transferase (GST-4), foram utilizadas as cepas marcadas com
GFP (CF1553 e CL2166). ApGs a sincronizacdo, cinco nematoides (L4) pré-tratados
foram transferidos para laminas de microscépio contendo levamisole 1mM como
anestésico. Em seguida, realizadas as capturas das imagens utilizando um microscépio
de epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i) conectado a camera digital (Samsung ST64).
Imagens de cinco nematoides por grupo foram expressas como media de pixels e a
fluorescéncia relativa utilizando o software ImageJ. Foram realizados trés ensaios
independentes em triplicatas.
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2.6. Anélise estatistica

Utilizamos o software GraphPad Prism 5.1 (San Diego, CA, EUA) para realizar
as andlises estatisticas. Os dados s@o expressos como a média * erro padrdo da média
(SEM). Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas usando o teste t de
Student para comparacédo entre dois grupos e anélise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Dunnett para comparacdo de dois ou mais grupos. Para 0s ensaios de
expectativa de vida, utilizou-se a curva de Kaplan-Meier e os valores de P foram
calculados pelo teste Log-rank. Os resultados foram considerados significativos quando
P <0.05.

3. Resultados

3.1. Rendimento e identificacdo de compostos bioativos de CBFP

O rendimento obtido da polpa in natura apds o processo de liofilizacdo foi de
43,73%. As concentracbes dos compostos bioativos presentes em CBFP estdo

apresentadas na Tabela 1, ndo foi possivel detectar 0 composto 3 -caroteno.

Tabela 1. Compostos bioativos presentes em CBFP.

Amostra Compostos Flavonoides! Licopeno Clorofila a Clorofilab Acido

mg de AGE/100g mg de QE/100g ma/g ua/g Ha/g mg/100g

CBFP 572,25+0,14 160,80+0,09 187+0,19 3,29+0,349 552+0,58 600,22 +6,54

1 Os resultados sio expressos como média £ SEM. N.D.: ndo dectado.

3.2. Atividades antioxidantes in vitro de CBFP

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de CBFP, representada pela
concentragdo capaz de inibir 50% (ICso) dos radicais DPPH' e ABTS™, esta apresentada
na Tabela 2. O CBFP foi mais eficiente na captura do radical ABTS™" em relagdo ao

radical DPPH’, apresentando o ICso aproximadamente 1,60 vezes menor.
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Tabela 2. Atividade antioxidante de CBPF via captura dos radicais DPPH* e ABTS"™.

Amostras DPPH* ABTS™
ICso (ug/mL) ICso (ng/mL)
Acido ascorbico 2,65+0,20 1,43 +0,09
BHT 14,58 £ 2,15 10,15+ 0,94
CBFP 394,70 £ 25,9 245,35 £ 4,95

Os resultados sdo expressos como média £ SEM.

3.3. CBFP protege contra o dano oxidativo induzido ao DNA
Na Fig. 1, o tratamento com agente oxidante H>O> e radiacdo UV fragmentou
completamente 0 DNA. Observamos que CBPF exibiu efeito protetor de maneira dose

dependente contra a inducdo de danos ao DNA.

A) B)

Quercetina
Catequina

1 Acido gélico
CBPF

DNA Fragmentado (%)

Concentracdo (gg/mL)

Fig. 1. (A) Eletroforese em gel de agarose de pcDNAS3.1 protegido por CBPF ou danificado por
H.O, e radiagdo UV. (B) Percentagem de DNA fragmentado expostos ao dano com H;O; e
tratados com os respectivos controles positivos e CBPF (50 a 2000 pg/ml). *** p<0.001 grupo
tratado foi comparado com o grupo controle (H.02); # p<0.05, # p<0.01 e #p<0.001 grupos

tratados comparados com o grupo controle positivo (Quercetina 200 pg/ml).
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3.4. Ensaios in vivo

3.4.1. CBFP néao promove efeitos toxicos em C. elegans
Neste ensaio preliminar avaliamos in vivo a toxicidade de CBFP, em nematoides
expostos a condi¢do de tratamento agudo. Nas Fig. 2A e B, ndo foram observados
efeitos toxicos nas concentragdes testadas (0,01 a 1 mg/mL). A partir destes resultados

definimos com seguranca as concentragcdes para 0s proximos ensaios.

A)

1009
75+

50+

Viabilidade (%)

254

0 -
Controle0,01 005 01 02 03 04 05 1

Concentragao (mg/mL)

1009 —
75+

50+

Viabilidade (%)

25+

0 .
Controle 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3 04 05 1
Concentragdo (mg/mL)

Fig. 2. Toxicidade aguda do CBFP no modelo experimental in vivo C. elegans. (A) Periodo de
24 h. (B) Periodo de 48 h. *p<0.05 grupo tratado versos grupo controle (M9).

173



3.4.2. CBFP Promove qualidade de vida em C. elegans

Para investigar os efeitos de CBFP na qualidade de vida, avaliamos o0s
indicadores que representam o padrdo fisiologico saudavel, sendo eles, a capacidade
reprodutiva, capacidade locomocéo e longevidade em C. elegans.

Nas avaliacfes dos efeitos de CBFP sobre o nimero de progénies viaveis dos
nematoides observamos que as concentracOes avaliadas de CBFP ndo promoveram
alteracdes no numero diario ou total de progénies viaveis (Fig. 3A e B). Estes resultados
indicam que os tratamentos com as diferentes concentracfes de CBFP ndo presentam
efeitos toxicos que interfiram nos padrbes fisiologicos da capacidade reprodutiva dos
nematoides.

O periodo de envelhecimento de nematoides envelhecem é marcado pela a
diminuicdo progressiva da mobilidade, assim a locomocdo foi analisada durante fases
distintas do ciclo de vida que inclui o processo de envelhecimento. Observamos que 0s
tratamentos com CBPF promoveu aumento na motilidade dos nematoides durante a fase
jovem adulto (Fig. 3C e D). O efeito benéfico sobre a motilidade dos nematoides
tratados foi surpreendentemente notavel durante a fase de envelhecimento (Fig. 3D). O
CBFP (400 e 1000 pg/mL) demonstrou efeito semelhante durante o envelhecimento, os
nameros de curvaturas corporais foram de 12,20 + 0,50 e 14,00 £ 0,74, respectivamente,
e quando comparados ao grupo controle expressaram melhora em 22,61% e 40,70% do
namero de curvaturas corporais. Quando comparado com a condi¢do do grupo controle,
o CBPF inibiu significativamente o declinio da capacidade locomotora ocorrido com a

idade, principalmente no periodo que corresponde a fase de envelhecimento.
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Fig. 3. Efeitos de CBFP na qualidade e vida de C. elegans. (A) Quantificacdo diaria do nimero
de progénie tratadas com CBPF. (B) Quantificacdo total do niumero de progénie tratados com
CBPF durante 5 dias. (C) Capacidade de locomocdo nas fases jovem adulto e (D)
envelhecimento. Os valores sdo expressos como média + EPM. * p<0.05 e *** p<0.001 quando

0 grupo tratado foi comparado com o grupo controle.
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Avaliamos os efeitos de CBPF na expectativa de vida dos nematoides, observamos
que o grupo controle viveram 16 + 1,0 dias (maximo de 25 dias), enquanto 0s
tratamentos com CBPF (400 ou 1000 pg / mL), o tempo médio de vida aumentou para
17 + 2,0 dias (maximo de 27 dias) e 17 + 3,0 dias (maximo de 30 dias), respectivamente
(Fig. 4). De acordo com os resultados, as concentracdes avaliadas exibiram perfil
sobrevivéncia semelhantes, houve aumento significativo correspondente a 6,25% no
tempo méaximo de vida para ambas as concentracdes, em comparagao ao grupo controle
(Tabela S1).
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Fig. 4. Efeitos de CBPF sobre a longevidade de C. elegans. Foram realizados dois ensaios

independentes.

Tabela S1. Analise dos efeitos dos tratamentos CBPF na expectativa média de vida e na

extensdo de vida em C.elegans.

Tratamento Expectativa Extenséo Log-rank N° total de
de vida média maxima de Test vs. nematoides
(Dias) vida Control
(Mg /mL) (%)
Controle 0 16+1,0 - - 120
CBFP 400 17,0+ 2,0 6,25 <0.001** 120
CBFP 1000 17,0+ 3,0 6,25 <0.001** 120
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3.4.3. CBPF atrasa a paralisia induzida por g- amiloide ($A)

Os resultados dos efeitos de CBPF estdo representados em curvas de paralisia e
apresentados na Fig. 5. Os tratamentos com CBPF promovem atrasos significativos na
paralisia induzida em 27,5% dos nematoides tratados (400 pg/mL) e 39,17% quando
tratados na maior concentracdo avaliada (1000 pg/mL). Estes resultados indicam que os
tratamentos com CBPF podem atuar em mecanismos que minimizam a toxicidade
causada pelo peptideo SA.

1001
-~ Controle

CBFP (400 pg/ml)
75+ ** - CBFP (1000 pg/ml)

50

Paralisia (%)

251

Horas de avaliacdo (h)

Fig. 5. Curva de paralisia induzida em C. elegans (CL2006) tratados com CBPF. Foram
realizados trés ensaios independentes. ** p<0.01 e *** p<0.001 quando 0s grupos tratados
foram comparados com o grupo controle.

3.4.4. CBPF promove protecdo contra os estresses térmico e oxidativo

A Figura 6 apresenta os efeitos de CBPF em nematoides expostos as condigdes
adversas de estresse térmico e estresse oxidativo. O efeito protetor contra o estresse
térmico foi observado nos nematoides tratados com CBPF na segunda e terceira hora de
avaliacdo (Fig. 6A). Na segunda hora, a porcentagem de nematoides viaveis, foi de
48,7% para 0 grupo controle e de 65,8% e 71,6% para 0s grupos tratados com 400 e
1000 pg/mL de CBPF, respectivamente. Na terceira hora de avaliacdo, a concentracao
1000 pg/mL foi capaz de manter 62,8% dos nematoides viaveis, enquanto no grupo
controle apenas 28,0% dos nematoides encontravam-se viaveis. Entretanto, o CBPF nédo
foi capaz de proteger os nematoides por longos periodos de exposi¢cdo ao estresse
térmico.
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Na Fig. 6B, observamos que a menor concentragédo (400 pg/mL) de CBPF
promoveu significativo efeito protetor a partir da segunda hora de exposicdo. Neste
ensaio nao foi possivel observar o efeito do tratamento na concentragdo 1000 pg/mL
devido a intensa coloragdo obtida da solucdo Juglone + CBPF (1000 pg/mL).
Observamos que a menor concentragdo avaliada (400 pg/mL) exibiu efeito protetor a
partir do periodo correspondente a 2 h e 0s percentuais de nematoides viaveis estdo
apresentados na Tabela S2.
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Fig. 6. Efeito de CBPF frente ao estresse térmico e estresse oxidativo. (A) Efeito protetor de
CBPF em C. elegans expostos a 37 ° C durante 6 h. (B) Efeito protetor de CBPF em C. elegans
submetido ao reagente pro-oxidante Juglone durante 6 h. Os valores sdo expressos como média

+ EPM *p < 0.05 e **p < 0.01 em comparagéo ao grupo controle.
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Tabela S2. Analise da viabilidade de C. elegans expostos ao estresse oxidativo.

Juglone Juglone + CBPF (400 pg / mL)
(pré-oxidante) (pro-oxidane + antioxidante)
Viabilidade Viabilidade
Horas % SEM % SEM
0 100,00 0,00 100,00 0,00
1 50,47 5,14 45,99 1,52
2 22,76 2,34 39,13 1,64
3 15,34 2,11 28,37 1,42
4 13,46 1,26 25,12 2,21
5 6,80 1,35 20,01 2,16
6 3,91 1,59 12,38 2,05

3.4.6. CBPF regula a expressao de genes antioxidantes

Para demonstrar os efeitos na modulacdo de genes alvos relacionados ao sistema
antioxidante, utilizamos as cepas transgénicas CF1553 (SOD-3::GFP) e CL2166 (GST-
4::GFP). Observamos na Fig. 8A que ndo houve aumento na expressdo de SOD-3 em
cepas CF1553 tratadas com CBFP (400 ou 1000 pg/mL), quando comparados com 0
grupo controle, indicando que as condicBes basais foram mantidas. Ja as cepas CL2166
(GST-4::GFP) tratados com CBFP (400 pg/mL), regulou negativamente a expressédo de
GST-4 (Fig. 8 B). Estudos futuros seréo investigados diferentes genes alvos que atuam
em sistemas de defesa antioxidante, tais como as catalases (CTL-1 e CTL-2) e

chaperonas (hsp16.2).
A) 1 Controle B) 3 Controle
SOD-3::GFP = CBPF (400 pg/ml) GST-4::GFP = CBPF (400 pg/ml)
ES CBPF (1000 pg/mL) 100+ . = CBBF (1000 pg/ml)
100 =
w L
) S5 50
< 50 =<
0 . 0 . .
Controle 400 1000 Control 400 1000
Concentragao (ng/mL) Concentragéo (ug/mL)

Fig 8. Expressdo de enzimas antioxidantes em C. elegans tratados com CBPF. (A) Expressao de
SOD-3::GFP (CF1553 [ sod-3p::GFP]). (B) expressdo de GST-4::GFP (CL 2166 [ gst-4p:GFP])
em nematoides tratados com a polpa do fruto de C. brasiliense (CBFP). Os valores sdo
expressos como média + EPM. * p<0.05 quando o grupo tratado foi comparado com o grupo
controle.
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4. Discussao

Diversas espécies frutiferas nativas da biodiversidade brasileira demonstram
potencialidade para o desenvolvimento de novos alimentos funcionais e nutracéuticos
com principios ativos de importancia terapéutica e reduzida toxicidade.

No presente estudo, utilizamos a polpa liofilizada do fruto nativo C. brasiliense
e identificamos relevantes compostos bioativos preservados. A atividade antioxidante in
vitro de CBPF foi demonstrada através da captura direta dos radicais DPPH* e ABST"".
Associamos a atividade antioxidante com a presenca dos constituintes fitoquimicos
quantificados, entre eles, os compostos fendlicos, flavonoides, licopeno, clorofilas a e b
e acido ascérbico. Na literatura cientifica, esta bem elucidado que os compostos
identificados em CBPF sdo efetivos antioxidantes. Conforme observado por Ozsoy et al.
2009, que correlacionaram compostos naturais de plantas, incluindo fendis, flavonoides,
carotenoides e o &cido ascOrbico com a atividade antioxidante. Nesta mesma
perspectiva, Zhang et al. 2015, atribuiram aos compostos fendlicos de frutos com a
atividade antioxidante contra os radicais livres DPPH" e ABST"*, além do poder redutor
de metais toxicos. Na triagem fitoquimica realizada por Lay et al., 2014, diferentes
extratos de frutos de P. macrocarpa apresentaram em sua constituicdo compostos
fendis, flavonoides, saponina glicosideos e taninos, nos quais foram associados a
atividade antioxidante. J& o composto licopeno foi avaliado quanto ao seu efeito
antioxidante no estudo de Jiang et al. (2016); assim como, as clorofilas utilizadas no
estudo de Muller et al., (2007). Entre 0os mecanismos de acdo via compostos
antioxidantes, é frequentemente descrita a captura direta de radicais, onde compostos
antioxidantes que possuem em suas estruturas, grupos de hidroxilas livres sdo capazes
de doar elétrons e ou atomos de hidrogénio a outras moléculas instaveis e reativas, tais
como, os radicais livres e assim reduzir o dano oxidativo em biomoléculas (Li et al.,
2013).

A exposicao continua a espécies reativas e aos radicais livres promove oxidagao
de lipidios e proteinas das membranas celulares, além de danos oxidativos no DNA.
Desta maneira, 0 acimulo de danos no DNA, desencadeia processos de mutagénese,
que tem sido associado a oncogénese, ao envelhecimento e ainda, ao surgimento de
doencas relacionadas a idade, incluindo, as doengas metabdlicas e a Doenca de
Alzheimer (Shimizu et al., 2014 e Kwiatkowski, et al., 2016).
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Neste sentido, investigamos os efeitos da atividade antioxidante de CBPF em
DNA plasmidial sob condigOes de estresse oxidativo induzido. O CBPF demonstrou
capacidade de proteger o DNA contra 0 dano oxidativo de maneira dose dependente. A
protecdo contra o dano ao DNA promovida pelo CBPF pode ser associada aos
mecanismos diretos via captura de espécies reativas produzidas pelo peroxido de
hidrogénio e assim neutralizar radicais hidroxilas (Kapoor & Dharmesh, 2016). Outros
mecanismos de acdo, tambem sdo descritos, como mecanismos indiretos via modulacao
de sistemas antioxidantes endogenos, tais como, as vias enzimaticas que atuam na
prevencéo do dano oxidativo celular (Davalli et al., 2018).

Pela primeira vez, as propriedades antioxidantes de CBPF foram demostradas in
vivo no modelo bioldgico C. elegans. Inicialmente, realizamos a exposi¢do aguda ao
CBPF em diferentes concentracGes e ndo observamos efeitos toxicos sobre a viabilidade
dos nematoides tratados. Estes resultados corroboram com os efeitos demonstrados em
estudos com C. elegans, avaliando diferentes extratos de frutos consumidos
popularmente, tais como, Guaranad (Boasquivis et al., 2018); Roma (Barathikannan et
al., 2016) e Cranberry (Hong et al., 2016).

Recentemente, a espécie C. brasiliense foi descrita como um alimento medicinal
(Nascimento-Silva & Naves, 2019b) e foram relatados diversos efeitos benéficos para
salde, incluindo analgésico, anti-inflamatério e antioxidante. Contudo, até o presente
momento apenas um estudo investigou os efeitos neuroprotetores da parte vegetal
consumida popularmente de C. brasiliense contra doengas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer. No estudo, De Oliveira et al. 2018, foi demonstrado que extratos
de folhas de C. brasiliense exibiram propriedades anticolinesterasicas e antioxidantes.
Considerando o potencial neuroprotetor e antioxidante desta planta, e ainda a escassez
de estudos in vivo, utilizamos o C. elegans como modelo para avaliar os efeitos
protetores de CBPF contra a toxicidade de p-amiloide promotor da paralisia em
nematoides transgénicos para Doenca de Alzheimer.

Demostramos que CBPF promove os efeitos benéficos in vivo, incluindo o
atraso da paralisia induzida por p-amiloide e a melhoria da locomogdo em diferentes
fases do ciclo de vida, sem apresentar alteragbes no numero de progénies viaveis em C.
elegans. Neste sentido, evidenciamos que o declinio nas funcdes relacionadas ao
processo de envelhecimento, como a capacidade reprodutiva e movimento corporal
foram efetivamente atrasados nos nematoides tratados, indicando que CBPF também
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poderia melhorar a qualidade de vida dos nematoides envelhecidos. Além disso, a
longevidade foi mediada por CBPF observada pela a extensdo da expectativa média e
maxima de vida dos nematoides tratados.

Sequencialmente, investigamos a capacidade antioxidante de CBPF frente a
condicBes de estresse induzidos por alta temperatura ou agente pro-oxidante.
Observamos que CBPF promove efeitos protetores em C. elegans expostos a alta
temperatura por um periodo de trés horas. Entretanto, em condicdo de estresse
oxidativo, o CBPF demostrou efeito protetor mais efetivo. Efeito similar foi
demonstrado por Thabit et al. 2019, ao investigarem a atividade antioxidante de frutos
asiaticos ricos em compostos fenolicos, os autores ndo observaram o aumento da
tolerancia térmica, contudo quando os nematoides que foram expostos ao estresse
oxidativo, ocorreu expressiva melhora na taxa de sobrevivéncia. Os autores atribuiram
os efeitos da atividade antioxidante aos mecanismos de captura direta de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e regulacdo da expressdo de genes envolvidos em vias de
sinalizacdo de defesa.

Em C. elegans, as vias DAF-16/IGF-1 (11S), SKN-1/Nrf, e HSF-1/HSF,
modulam a expressdo de genes envolvidos em respostas ao estresse térmico e oxidativo
e contribuem para 0 aumento da expectativa de vida e longevidade, além disso, estes
mecanismos sdo altamente conservados em mamiferos, incluindo humanos (Sun et al.,
2017; Blackwell et al., 2015 and Kumsta et al., 2017). O DAF-16 é um fator de
transcricdo chave para a longevidade e sua localizagdo nuclear € um pré-requisito
necessario para a ativacdo transcricional de um amplo espectro de genes-alvos, tais
como as enzimas antioxidantes CTL-1 e SOD-3. J& em condicdes de estresse o fator
transcricional SKN-1 regula a expressao de genes de detoxificacdo de Fase Il, entre
eles, os genes gcs-1 e gst-4. Em condi¢des normais, SKN-1 associa-se a proteina WDR-
23 e ao complexo proteico da ubiquitina ligase CUL-4/DDB, promovendo sua
degradacdo pelo sistema proteassomico (Tang et al., 2015). Contudo, também foi
descrito que isoformas nucleares e citoplasméaticas de WDR-23 mediam efeitos
diferenciais em SKN-1 e consequentemente modulam a regulacdo negativa de
expressao de genes de detoxificacdo de Fase Il (Spatola et al., 2019).

Assim, para entender os mecanismos subjacentes pelos quais o CBPF exerce
efeitos benéficos em C. elegans, avaliamos os niveis de expressdo de SOD-3 e GST-4,
relacionados ao mecanismo de defesa antioxidante. Nosso estudo revelou que CBPF
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ndo alterou a expressdao de SOD-3 e regulou negativamente a expressdo de GST-4.
Podemos sugerir que ao regular negativamente GST-4, SKN-1 poderia ser 0 mecanismo
necessario para estender a expectativa de vida e aumentar a resisténcia ao estresse.
Entretanto, tem sido elucidado que compostos fitoquimicos, atuam através de ativacao
de vias de respostas celulares distintas, além disso, diferentes genes podem atuar em
mecanismos como reguladores da longevidade, seja através da regulacdo negativa da
via da insulina DAF-2/ (11S) ou pela ativacao direta do fator transcrional DAF-16 (Zeng
et al., 2019). E ainda, as vias “horméticas” também sdo ativadas por fitoquimicos,
incluindo diferentes quinases e fatores transcricionais que induzem a expressédo de genes
codificadores de enzimas antioxidantes, proteinas chaperonas, fatores neurotroficos e
outras proteinas citoprotetoras (Calabrese et al., 2011). Exemplos especificos de tais
vias estdo as vias de sinalizacdo de NF-kP, Nrf-2/ARE, FOXO, sirtuinas, que poderdo
ser 0 alvo de estudos futuros envolvendo compostos presentes em CBPF.

Em conclusdo, este estudo sobre um fruto pequi encontrado no Cerrado
brasileiro, demonstra pela primeira vez os efeitos que compostos antioxidantes
promovem no modelo in vivo C. elegans. Acreditamos no potencial desta espécie
vegetal para futuros estudos biopropectivos na busca por moléculas promotoras de
salde e capazes de prevenir doengas relacionadas ao processo oxidativo.
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6. CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstra resultados cientificos inéditos sobre a composicéo
quimica, propriedades antioxidantes (in vitro e in vivo), parametros toxicologicos e
efeitos biolégicos de frutos nativos do bioma Cerrado pertencentes as espécies C.
adamantium, H. speciosa Gomes e C. brasiliense. Em conjunto, nossos resultados
demonstraram que os frutos, apresentam grande variedade de compostos quimicos e
auséncia de toxicidade em um importante modelo de experimentacdo animal. Os
tratamentos com os frutos promoveram efeitos protetores contra os estresses térmico e
oxidativo, e aumentaram a expectativa de vida em C. elegans via captura direta de
radicais livres, modulacdo da expressdo das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase e glutationa s transferase e ativacdo do fator transcricional DAF-16.
Demonstramos assim, o potencial bioldgico das espécies frutiferas nativas do bioma
Cerrado brasileiro, incluindo os efeitos antienvelhecimento e anti- Alzheimer. Além
disso, obtivemos o registro de patente (BR 10 2019 023140 8) gerado a partir do
processo metodologico descrito para obtencdo das polpas dos frutos nativos,

contribuindo para a divulgacdo da biodiversidade e inovagdo tecnoldgica do pais.
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