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RESUMO

A atividade antioxidante de extratos aquosos de cinco frutas tropicais (Spondias lutea,
Hancornia speciosa, Spondias purpurea, Manilkara zapota e Averrhoa carambola) foi
investigada por diferentes métodos. A quantidade de compostos fendlicos foi
determinada pelo uso do reagente Folin-Ciocalteu. O extrato da fruta M. zapota
apresentou Capacidade Antioxidante Total (CAT) superior aos demais extratos. As
frutas estudadas ndo apresentaram nem poder redutor nem quelacéo férrica (de 0,01 a
2,0 mg/mL). A H. speciosa apresentou alta atividade sequestradora do radical
superéxido (80% a 0,5 mg/mL) e na concentragdo de 8,0 mg/mL a A. carambola, a S.
purplrea e a S. lutea sequestraram 100% dos radicais formados. A M. zapota e a S.
purpurea apresentaram maior teor de compostos fendlicos e maior atividade
sequestradora do radical hidroxila (92 % a 2,0 mg/mL). A atividade antiproliferativa foi
avaliada em células de fibroblastos de rato (3T3) e em células tumorais de colo de
atero humano (HelLa). O extrato mais potente foi o de S. purpurea (0,5 mg/mL) que
inibiu em 60% da proliferacdo das células HelLa. A maioria das frutas apresentaram
propriedade antioxidante e antiproliferativa o que possibilta maiores investigagbes

sobre um possivel carater funcional.

Palavras- chaves: antioxidante; atividade antiproliferativa; frutas tropicais; alimentos

funcionais.



ABSTRACT

The antioxidant activity of aqueous extracts of five edible tropical fruits (Spondias lutea,
Hancornia speciosa, Spondias purpurea, Manilkara zapota and Averrhoa carambola)
was investigated using different methods. The amount of phenolic compounds was
determined by the Folin-Ciocalteu reagent. The M. zapota had Total Antioxidant
Capacity (TAC) higher than the other fruits. Extracts showed neither reducing power nor
iron chelation (between 0.01 and 2.0 mg/mL). H. speciosa exhibited the highest
superoxide scavenging activity (80%, 0.5 mg/mL). However, at high concentrations (8.0
mg/mL) only A. carambola, S. purpurea and S. lutea scavenging 100% of radicals
formed. M. zapota and S. purpurea had higher phenolic compound levels and greater
OH radical scavenging activity (92 %, 2.0 mg/mL). Antiproliferative activity was
assessed with 3T3 fibroblasts and cervical tumor cells (HeLa). The most potent extract
was S. purpurea (0.5 mg/mL), which inhibited HeLa cell proliferation by 52%. The most
fruits showed antioxidant and antiproliferative properties, characterizing them as
functional foods.

Keywords: antioxidant; antiproliferative; tropical fruits; functional foods
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1. INTRODUCAO

De acordo com a National Academy of Sciences (USA, 2000) “antioxidante
alimentar € toda substancia na dieta capaz de reduzir significativamente os efeitos
adversos produzidos por espécies reativas, como aquelas de oxigénio e nitrogénio, e
que possuem fun¢do normal no organismo”

Antioxidantes estdo presentes naturalmente no organismo e também nos
alimentos, sendo importantes para evitar o aumento na quantidade de radicais livres
em células, o que poderia levar ao estresse oxidativo (NETO, 2000), este corresponde
a um desequilibrio entre a quantidade de moléculas oxidantes e antioxidantes
existentes num sistema fisiol6gico, como exemplo o meio celular, o que resulta na
inducéo de danos celulares pelos radicais livres (VASCONCELOS et al, 2007).

Assim, a nutricdo e padrdes dietéticos tém sido apresentados como alternativa
para impactar diretamente na saude da populacdo, por meio dos beneficios atribuidos
a reducdo do estresse oxidativo pela normal ou excessiva producdo de radicais livres
(BERGER, 2005).

E sabido que o aparecimento de mutacées no DNA celular, promovidas por
agentes patogénicos (radicais livres, toxinas, metais, fontes energéticas, etc), pode
desencadear a perda do controle na proliferagéo celular, tendo como consequéncia um
fendtipo celular oncogénico. Neste sentido, fatores da dieta podem induzir a morte de
células neoplasicas desde os estagios iniciais da carcinogénese ou impedir a expansao
proliferativa das células cancerigenas (FERRARI, 2000).

Varios trabalhos relatam que compostos antioxidantes, atuam de forma efetiva
na inducéo da morte celular (HEO e LEE, 2005). Assim, diversos produtos naturais tém

sido estudados no sentido de proteger as células da apoptose (FERRARI, 2001).
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Evidéncias tém demonstrado que dietas com elevado contetdo de frutas podem
reduzir o risco de iniumeras doengas e tem efeitos significativos na reducdo da
incidéncia de diversos tipos de cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstram
correlagdo inversa entre doencas cardiovasculares e consumo de alimentos funcionais
(NINFALI et al, 2005 e COSTA et al, 2000).

Segundo a Resolugéo n° 18, de 30/04/1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), considera-se propriedade funcional “aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiologico que o nutriente ou n&do nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo”. De acordo
com a ANVISA, um alimento funcional além de apresentar fun¢des nutricionais, deve
produzir efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a saude, tendo uso
potencial na reducdo do risco de determinadas doengas. De acordo com lista de
alegacOes de propriedade funcional aprovadas pela Agéncia, alguns compostos com
propriedades funcionais, apresentam acgéo antioxidante.

O Brasil, em especial as regides Norte e Nordeste, apresenta elevado potencial
na producgéo de frutas. A UNESCO catalogou que estéo localizadas no Brasil, cerca de
20% das 250 mil espécies do grupo de frutas e vegetais medicinais.

O consumo de frutas vem aumentando bastante como resultado de uma
preocupacdo individual com a saude. Porém, varias frutas ndo possuem acao
comprovada cientificamente, dada a sua variedade de oferta e a quantidade de etapas
de avaliagdes para que se tenha seu efeito comprovado (COLLI; SARDINHA;
FILISETTI, 2005). Além disso, o teor de antioxidantes em alimentos, inclusive frutas, é
amplamente influenciado por diversos fatores, dentre eles: variedade, fatores
genéticos, estagio de maturacado, condigbes climéticas e edéficas, o que contribui para

diversidade de resultados nas pesquisas cientificas.
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Muitas das frutas tropicais apresentam escassez de estudos que comprovem a
sua eficacia como alimentos funcionais, como por exemplo: caja (Spondias lutea),
mangaba (Hancornia speciosa), carambola (Averrhoa carambola), siriguela (Spondias
purpulrea), e sapoti (Manilkara zapota).

O cajé (Spondias lutea) pertencente a familia Anacardiacea, apresenta polpa
sucosa, doce-acidulada, de sabor e cheiro muito agradaveis, sendo consumido ao
natural ou utilizado na elaboragdo de geléias, compotas, refrescos e sorvetes. Essa
fruta possui forma ovoide com leve achatamento na base, quando madura sua casca
lisa apresenta coloracdo amarelo-alaranjado. Sua arvore atinge de 20 a 25m de altura
com tronco revestido por casca muito grossa (LORENZI, 1992).

A mangaba (Hancornia speciosa), que pertence a familia das Apocinaceas, é
uma fruta muito apreciada no Nordeste, apresenta boa digestibilidade e valor nutritivo.
Seu teor de proteina (1,3 a 3,0%) €& superior ao da maioria das frutas. O
desenvolvimento do mercado de frutas no Brasil despertou o interesse comercial dessa
fruta para a producdo de sucos, sorvetes, geléias e licores. A fruta apresenta polpa
acidulada e coloracdo amarela e um pouco avermelhada, quando madura (PINHEIRO,
2001).

A carambola (Averrhoa carambola), da familia Oxalidaceae, pode ser consumida
in natura, forma em que vem tendo destaque, ou usada na fabricagdo de compotas ou
geléias, mas ainda em estégio artesanal. Apresenta sabor agridoce, a casca é lisa e
brilhante, e a cor varia do verde ao amarelo dependendo do grau de maturacéo. E rica
em sais minerais (célcio, fosforo e ferro), contém vitaminas A, C e do complexo B. Essa
fruta apresenta formato de estrela quando cortada, e tem de cinco a seis gomos. No

Brasil, sua producgédo anual é estimada em 3.000 T (DONADIO et al, 2001)
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A sirigueleira (Spondias purpurea), uma Anacardiaceae, € originaria da América
Tropical, produz a siriguela, fruto tipo drupa de cor vermelho-escura quando maduro,
que possui polpa de aroma e sabor agradaveis. Devido a sua excelente qualidade
organoléptica, a siriguela é muito apreciada no Nordeste brasileiro, refletido pelo
continuo aumento do consumo do fruto in natura ou processado na forma de diversos
produtos, normalmente disponibilizados no mercado, o que tem proporcionado
crescente interesse para seu cultivo comercial (SACRAMENTO e SOUSA, 2000).

O sapoti (Manilkara zapota), pertencente a familia Sapotaceae, é reconhecido
por seu delicioso sabor adocicado e levemente adstringente, e, na maioria das vezes, é
consumido in natura ou na forma de doces, compotas ou geléias. Apresenta casca de
coloracdo marrom e polpa de cor clara. O sapotizeiro € uma fruteira muito bem

adaptada as condigfes climéaticas de nosso Pais, mais especificamente as da regiéo

Nordeste (MIRANDA et al, 2002).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Antioxidante x Radicais livres

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existir independentemente, que contém um ou mais elétrons ndo pareados ocupando
orbitais atébmicos ou moleculares. Em geral sdo instaveis e reagem com diversos
compostos e estruturas celulares. No organismo humano, a atividade metabdlica
normal produz constantemente esses radicais (ABDALLA, 1993).

Essas espécies reativas podem causar alteragbes nas células, agindo
diretamente sobre alguns componentes celulares. Os &cidos graxos poliinsaturados
das membranas, por exemplo, sdo muito vulneraveis ao ataque de radicais livres. Estas
moléculas podem desencadear reacdes de oxidacdo nos &cidos graxos da membrana
lipoprotéica, denominadas de peroxidacao lipidica, que afetar&o a integridade estrutural
e funcional da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade (RICE-
EVANS; BURDON, 1993).

Contudo, os organismos vivos apresentam um complexo sistema de defesa
antioxidante para combater esses radicais livres que sdo continuamente produzidos por
fatores enddgenos (respiracdo aerdbica, algumas fungbes imunes mediadas pelas
células) e exdgenos (dieta, medicamentos, fumo, poluicdo, atividade fisica extenuante,
etc). Este sistema envolve além de enzimas de defesa antioxidante (catalase,
glutationa peroxidase, superdxido dismutase), compostos ndo-enziméticos tais como
glutationa, horménio do crescimento, acido Urico, bilirrubina e nutrientes (DROGE,
2002) que protegem o organismo contra os efeitos danosos de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999).

No organismo, quando ocorre estresse oxidativo, ou seja, a existéncia de um

desequilibrio, devido a geracdo excessiva de radicais livres, ou em detrimento da baixa
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velocidade de remocgé&o desses radicais, pode haver danos celulares, devido ao seu
ataque as membranas, proteinas, polissacarideos e &cidos nucléicos, com
consequente alteracdo funcional e prejuizo das funcdes vitais em diversos tecidos
como adiposo, vascular e cerebral, além de musculos e figado, sendo responséavel por
diversas doencgas (MULLER, 2007).

Como os sistemas antioxidantes muitas vezes sdo insuficientes para prevenir
completamente os danos causados pela agdo dos radicais livres, ha necessidade de se
utilizar antioxidantes de fontes externas, uma vez que o consumo de antioxidantes
através da dieta parece ser de grande importancia por diminuir a quantidade de
radicais livres no organismo, e consequentemente, apresentar potencial redugdo do
risco de determinadas doengas (BERGER, 2005).

Portanto, o interesse na descoberta de substancias naturais com atividade
antioxidante tem aumentado significativamente, fazendo com que a comunidade

cientifica busque novas fontes naturais de compostos com ac¢éao antioxidante.

2.2. Atividade antiproliferativa

Céancer € o0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos (INCA,
2012).

Estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacao de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo.
Os tumores podem ter inicio em diferentes tipos de células, quando comecam em
tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas. Se o ponto de
partida sdo os tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados

sarcomas. Outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer entre si
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sdo a velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e
orgéos vizinhos ou distantes, conhecida como metastase (INCA, 2012).

Para manter a homeostase nos tecidos, sinais antiproliferativos sdo usados para
induzir a saida das células normais de um estado proliferativo para um estado
quiescente, ou induzir a um estado pds-mitético, onde seu potencial proliferativo sera
perdido. No entanto, as células cancerigenas tornam-se insensiveis a esses sinais
(WEINBERG, 1995), portanto, independente da causa, o cancer € uma doenca celular
caracterizada por desvio nos mecanismos de controle de proliferagéo e diferenciagao
celular (MOFFAT et al., 2000).

Diante da grande diversidade bioldgica do cancer, a busca de novas substancias
com atividade antitumoral tem surgido com uma perspectiva de se atingir uma grande
eficicia terapéutica. Atualmente 50% dos quimioterapicos utilizados para o tratamento
do cancer séo provenientes, direta ou indiretamente, de fontes naturais, como plantas,
microorganismos e organismos marinhos (MANN, 2002).

Dos tratamentos atuais, a quimioterapia € uma das principais modalidades
terapéuticas utilizada no tratamento de pacientes com varios tipos de cancer. Contudo,
em muitos casos, somente a quimioterapia ndo leva a resultados satisfatérios como a
remissdo de tumores e a prevencdo de metastase, além de induzir muitos efeitos
colaterais nas doses efetivas (SALGALLER, 2000).

Por isso, a descoberta e a identificagdo de novas substancias que sejam
realmente efetivas contra tumores tém se tornado uma importante area na pesquisa
biomédica. O uso dos produtos naturais como agentes antitumorais tem longa histéria
gue comecou com a medicina popular e através dos tempos, tem sido incorporado a

medicina tradicional e alopética (COSTA-LOTUFO et al., 2002).
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Varios estudos mostram que os compostos antioxidantes presentes nas frutas
apresentam atividade antiproliferativa em diferentes tipos de cancer, no entanto néo se
conhece mecanismos de acao.

Katsube et al, 2003, avaliaram extratos etandlicos de 10 plantas comestiveis, e o
extrato da fruta mirtilo foi o mais eficaz em inibir o crescimento de células HL-60 de
leucemia humana do que de células HCT-116 de carcinoma do co6lon humano. As
linhagens de células estudadas foram incubadas com 0,5; 1; 2 e 4 mg / mL do extrato
por 24 e 48 h. O crescimento das células HL-60 foi inibido em todas as concentragdes.
No entanto, o crescimento das células HCT-116 néao foi inibido nas concentracbes de
0,5 a 2mg/mL nas primeiras 24 h, apenas em 48 h nas concentra¢des de 1a 4 mg / mL.

Em estudo realizado por Seeram et al, 2006, extratos de morango, framboesa e
mirtilo suprimiram a proliferacdo de MCF-7 e HT-29, células de cancer de mama e
células de carcinoma de colon humano, respectivamente. Nesse estudo observou-se
que o aumento da concentracdo dos extratos foi diretamente proporcional a inibicdo da
proliferacéo celular. Foi verificado também que a capacidade dos extratos em estimular
a apoptose foi apresentada apenas nas células HT-29.

Em outro estudo, extratos de amora apresentaram eficicia antiproliferativa para
linhagens de células de cancer cervical humano (HelLa). Esses extratos foram eficazes
contra células do cancer de colon humano (Caco-2), apresentando-se mais sensiveis
em baixas concentracbes do que em concentragfes mais elevadas (MCDOUGALL,
ROSS, IKEJI, e STEWART, 2008)

2.3. Alimentos funcionais
Inimeros fatores afetam a qualidade de vida das pessoas, de forma que a

populacédo deve conscientizar-se da importancia do consumo de alimentos contendo
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substancias que auxiliam a promocao da saude, possibilitando uma melhora no estado
nutricional (MORAES e COLLA, 2006).

O termo “alimentos funcionais” foi primeiramente introduzido no Jap&o em
meados dos anos 80. Referem-se a alimentos que auxiliam nas funcdes especificas do
corpo, sendo estes definidos como “Alimentos para uso especifico de saude” (Foods for
Specified Health Use-FOSHU) em 1991. Dessa forma, alimentos funcionais séo todos
os alimentos ou bebidas que, consumidos na alimentagdo cotidiana, podem trazer
beneficios fisioldgicos especificos, gragas a presenca de ingredientes fisiologicamente
saudaveis (CANDIDO e CAMPOS, 2005).

Esses alimentos se caracterizam por oferecer vérios beneficios a saude, além do
valor nutritivo inerente & sua composi¢cdo quimica, demonstrando capacidade de
regular fun¢des corporais, podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico
na reducgédo do risco de doencas (NEUMANN, et al., 2000; TAIPINA, et al., 2002), como
hipertenséo, diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias (SOUZA, et al., 2003).

Os alimentos funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a fonte,
de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando em seis
areas do organismo: no sistema gastrointestinal; no sistema cardiovascular; no
metabolismo de substratos; no crescimento, no desenvolvimento e diferenciagcdo
celular; no comportamento das fungdes fisiolégicas e como antioxidantes (SOUZA, et
al., 2003).

Uma grande variedade de produtos tem sido caracterizada como alimentos
funcionais, incluindo componentes que podem afetar inimeras fungbes corporeas,
sendo relevantes para o estado de bem-estar e saude. Esta classe de compostos

pertence a nutricdo e ndo a farmacologia, merecendo uma categoria propria. O seu
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papel em relagcdo as doencas estard, na maioria dos casos, concentrado mais na
reducgdo dos riscos do que na prevengdo (MORAES e COLLA, 2006).

De acordo com a American Dietetic Association (ADA), 1999 os alimentos
funcionais apresentam compostos bioativos e devem comprovar beneficios a saude
através de evidéncias cientificas.

Segundo Anjo, 2004, muitos séo os alimentos considerados funcionais descritos
pela ADA, 1999, no entanto, com relacéo as frutas e vegetais, destacam-se apenas: as
uvas, por apresentarem fendis resveratrol com beneficios a funcéo cardiovascular; a
alcachofra, banana, alho, chicéria e cebola que apresentam frutooligossacarideo
(inulina), responsavel pela melhora da fungdo imune, reducédo do risco de diabetes tipo
2, obesidade, osteoporose, doencgas cardiovasculares e cancer; a cenoura e o brécolis
que apresentam caroteno e sulforafane, respectivamente, e proporcionam redugdo no
risco de cancer.

Portanto, tendo em vista os possiveis beneficios do consumo de frutas para a
saude humana e a ampla diversidade produzida e consumida no Brasil, bem como as
caracteristicas regionais favoraveis ao cultivo de determinadas espécies de frutas, o
presente trabalho propde verificar atividade antioxidante e realizar ensaios proliferativos
em células normais, bem como tumorais, com frutas tropicais consumidas no Nordeste,
a fim de subsidiar possiveis discussdes acerca da importancia dessas espécies de
frutas para saude humana, com sua utilizacdo para fins dietoterdpicos e futuras

aplicagdes nutricionais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante e antiproliferativa de extratos aquosos de frutas

tropicais.

3.2. Objetivos Especificos

Obter extrato aquoso de cinco espécies de frutas tipicas da regido Nordeste que
apresentam escassez de estudos cientificos: caja (Spondias litea), mangaba
(Hancornia speciosa), seriguela (Spondias purpurea), sapoti (Manilkara zapota),
carambola (Averrhoa carambola).

Realizar dosagem de Fendlicos Totais;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquosos através de diferentes
sistemas in vitro (capacidade antioxidante total, sequestro do radical hidroxila,
sequestro do radical superéxido, quelacao férrica, poder redutor).

Avaliar atividade antiproliferativa dos extratos aquosos frente a linhagens de

células normais e tumorais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

Para escolha e coleta do material foram levados em consideragéo os seguintes
critérios: serem frutas tropicais consumidas na regido nordeste; serem encontradas
facilmente em mercados publicos; apresentarem caracteristicas organolépticas
satisfatérias; e ndo terem sido alvos de estudos semelhantes. Observando-se esses
critérios, foram escolhidas as seguintes frutas: caja (Spondias lutea), mangaba
(Hancornia speciosa), seriguela (Spondias purpurea), sapoti (Manilkara zapota),
carambola (Averrhoa carambola).

As frutas foram coletadas de acordo com a sazonalidade, sem danos fisicos
aparentes, sendo selecionadas de forma semelhante quanto ao tamanho, a forma, cor
e estagio de maturacéo, estando todas elas aptas ao consumo.

As frutas foram adquiridas no distrito de Pium/RN, acondicionadas em sacos
plasticos, e posteriormente levadas ao laboratério (BIOPOL - Laboratério de
Biotecnologia de Polimeros Naturais) no mesmo dia da coleta, onde foram lavadas em

agua corrente e estocadas a— 76 °C.

4.2. Outros materiais

e Acido ascérbico, cloreto de sodio, ferrozina, nitroblue tetrazolium (NBT),
riboflavina da Sigma- Aldrich Brasil (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Acido cloridrico e metionina da Synth (Diadema, SP, Brasil);

e Acido galico da CAQ Casa da Quimica Ind. e Com. (Diadema, SP, Brasil);

e Cloreto de ferro da Merck (Darmstadt, Alemanha);

e Cloreto de ferro e reagente de folin-ciocalteu da Merck (Darmstadt, Alemanha);

¢ Etilenodiaminotetracético (EDTA) da VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brasil);
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e Fosfato de sodio dibasico, fosfato de sédio monobéasico da CRQ (Diadema, SP,
Brasil);

e Peroxido de hidrogénio, propanol e sulfato de ferro da CRQ (Diadema, SP,
Brasil);

¢ Salicilato de sédio da FLUKA (Steinheim, Germany);

e Solucdo de Molibidato de Aménio, Solucdo de TCA (&cido tricloroacético),
Solucao Ferricianeto de potassio da Reagen Quimibras Inddstrias Quimicas S.A.
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Sulfato de ferro heptahidratado da CRQ (Diadema, SP, Brasil);

4.3. Equipamentos

- Agitador de tubos mod. AP 56 da Phoenix Ltda. (Araraquara, SP, Brasil);

- Balancas da TECNAL (Piracicaba, SP, Brasil);

- Banho maria de temperatura constante da FANEM Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil);

- Bomba de vacuo da Tecnal (Piracicaba, SP, Brasil);

- Camara de fluxo laminar vertical. VECO (Campinas, SP-Brasil);

- Centrifuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltda (Toéquio, Japéo);

- Espectrofotdmetro da FEMTO Ltda (Séo Paulo, SP, Brasil);

- Estufa de secagem de material da Odontobras Ltda. (Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

- Incubadora de CO, Sanyo (T6kio, Japao);

- Leitora de placas (Elisa) Multiskan Ascent Microplate Reader (Thermo Labsystems,
Franklin, MA)

- Liofilizador de Bancada Série LD (Terroni Equipamentos Cientificos, Sdo Carlos, SP,
BRA)

- Medidor de pH da PHS-3B da PHTEK (Japéo);
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- Microscépio invertido com contraste de fase da Nikon (Tokio, Japao);
4.4. Obtencéo dos extratos aquosos das frutas

Para obtengcdo dos extratos aquosos, inicialmente as frutas limpas foram
separadas de suas sementes, no caso do sapoti a casca também foi retirada. Logo em
seguida, as polpas (400g) foram adicionadas 800 mL de &gua destilada (proporcéo 1:2)
e trituradas no liquidificador por 3 minutos & temperatura ambiente. ApOs essa etapa,
os extratos foram centrifugados, (7500 g por 30 minutos a 4°C) filtrados em funil com

papel de filtro. Apos a filtracdo, os extratos aquosos foram liofilizados.

4.5. Determinagédo de fendlicos totais

A determinacao do teor de fendlicos totais do extrato aquoso das frutas tropicais
foi efetuada por método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin — Ciocalteau
(ATHUKORALA,; KIM; JEON, 2006). Os resultados foram expressos em pg de fendélicos

totais em Equivalente de Acido Galico (EAG) por mL do extrato.

4.6. Atividade antioxidante in vitro das frutas
Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, a fim de se ter conhecimento das substancias e/ou misturas potencialmente

interessantes na prevengao de doengas cronico-degenerativas.
4.6.1. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Esse ensaio baseia-se na reducéo de Molibdénio™ a Molibdénio™ pela amostra
teste (extratos aquosos das frutas) com subseqiente formagdo de um complexo
esverdeado Fosfato/ Molibdénio™ em pH &cido. Foi adicionado a amostra teste na

solucdo reagente (0,6 M acido sulfdrico, 28 mM de fosfato de sodio e 4mM de
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molibidato de amonia). Essa solugédo foi mantida a 100°C por 90 minutos e depois
resfriada. Em seguida foram realizadas as leituras a 695 nm (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999). O resultado foi expresso em Equivalentes de acido ascorbico (EAA),

um composto com atividade antioxidante conhecida.
4.6.2. Sequestro do radical hidroxila (OH")

A atividade de sequestradora dos radicais hidroxila foi investigada usando a
reacdo de Fenton (Fe?* + H,0, > Fe*" + OH + OH®), de acordo com a metodologia
descrita por Smirnoff e Cumbes (1989) com pequenas modificagbes. Os extratos
aqguosos em diferentes concentragdes (50-100-150pg/mL) em 3mL de tampéao fosfato
(150mM pH 7,4) foram incubados com FeSO..7H,0 (10mM), EDTA (10mM), salicilato
de sédio (2mM), H,O, 30% (200pL). A solucéo foi incubada a 37°C por 1h e a reagéo
detectada por monitoramento da absorbancia a 510nm. No branco o H»O, foi

substituido pelo tampé&o fosfato.
4.6.3. Sequestro do radical superoxido (O2)

Este método baseia-se na capacidade da amostra teste (extrato aquoso das
frutas) em inibir a redug&o fotoquimica do nitroblue tetrazolium (NBT) em um sistema
riboflavina-luz-NBT de 3mL da solugéo reagente contendo: tampéao fosfato (50mM, pH
7,8), metionina (13mM), riboflavina (2uM), EDTA (100uM), NBT (75uM) (DASGUPTAA,
2007) e 1mL de solugcdo contendo os extratos das frutas. A producdo do azul de
formazan foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 560 nm apdés iluminagdo com

lampada fluorescente por 10 min.
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4.6.4. Quelacdo de ions metais

A habilidade de quelar o ion ferro dos compostos presentes nas frutas foi
determinada pelo método descrito por Decker e Welch (1990), com modificagces de
WANG et al. (2008). A ferrozina, reagente utilizado neste ensaio, forma complexo com
o fon Fe* (coloragdo rosa), na presenca de agentes quelantes este complexo nao é
formado, resultando na diminuicdo da coloragcdo. A reducdo da coloragdo permite,
assim, estimar a atividade quelante do ion ferro dos compostos presentes nas frutas. A
mistura de reagdo contendo diferentes concentragdes (50-100-150mg/mL), FeCl,
(0.05mL, 2mM) e ferrozina (0.2mL, 5mM) foi agitada e incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. A absorbancia da solugéo foi medida a 562nm. A habilidade,

das fragbes, em quelar o ion ferro foi calculada usando a equacéo abaixo:
Habilidade de quelacdo (%) = ((Ao— A1)/Ao) x 100

Onde: Ay absorbéancia do controle e A; absorbancia da amostra teste.
4.6.5. Poder redutor

O poder redutor das amostras foi quantificado de acordo com metodologia
previamente descrita por Athukorala et al., 2006 4 mL da reagdo contendo diferentes
concentragdes dos extratos das frutas em tampéo fosfato (0.2 M, pH 6.6) e ferricianeto
de potéassio (1%) foram incubados por 20 min. & 50°C. A reacéo foi terminada pela
adicdo da solucdo de TCA (10%), e posteriormente misturada com agua destilada e

cloreto de ferro (0,1%). A absorbéancia foi medida a 700 nm.
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4.7. Atividade Antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos extratos de frutas frente a linhagens celulares foi
medida indiretamente pela reducdo enzimatica de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5
difeniltetrazolio bromidio (MTT) para cristais de formazona.

Para determinar a citotoxicidade pelo ensaio de MTT (MOSMANN, 1983), as
células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade inicial de 5 x 103
células por poco. Apos a incubacgéo por 24 horas a 37°C, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de 125, 250 a 500 ug / mL e incubados por 48h. Apds a
incubagéo, foi adicionado a cada poco a solugdo de MTT (5 mg / mL) e incubadas por
mais 4 h, a 37 ° C. ApGs este periodo, o meio foi aspirado, e adicionou-se 100 pL de
HCI 0,04N em Alcool isopropilico para dissolver os cristais de formazana formados e
precipitados.

A quantificacdo da absorbancia foi feita em leitor de placa de 96 pocos em
comprimento de onda de 562 nm (MOSMANN, 1983). A densidade Optica foi lida com
um leitor de ELISA a 570 nm.

O percentual de inibicdo da proliferacdo celular por cento foi calculado da
seguinte forma:

% Inibicdo = Abs: 570nm Controle - Abs: 570nm amostra  x 100

Abs: 570nm Controle

5. Andlise estatistica

Todos os dados dos experimentos realizados foram expressos como média +
desvio padrdo. Para testar diferengas entre as amostras, bem como diferentes
tratamentos da mesma amostra, foi utilizado o teste de analise paramétrica de analise
de variancia (ANOVA), usando o GraphPad InStat. O teste de Student—-Newman—Keuls

foi aplicado para se comprovar algumas similaridades encontradas pela ANOVA.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Compostos fendlicos totais

As quantidades de compostos fendlicos existentes nos extratos aquosos das
frutas em estudo sdo mostradas na Figura 01. Os valores variaram de 441,0 pug EAG
/mL a 199,6 ug EAG/mL para S. purpurea e S. lutea respectivamente. Uma andlise dos
dados leva a separacgéo das frutas em dois grupos, aquele constituido por frutos com
maior quantidade de compostos fendlicos (M. zapota, H. speciosa e S. purpurea) e
aquele constituido por frutas com menor quantidade de compostos fendlicos (A.
carambola e S. lutea).

A quantidade de compostos fendlicos encontradas nas frutas estudadas aqui
foram menores do que aquelas encontradas em sucos de algumas variedades de uvas,
que apresentaram cerca de 535,0 ug EAG/mL. Por outro lado M. zapota, H. speciosa e
S. purpurea apresentaram valores superiores aqueles encontrados em extratos
aquosos de frutas consumidas mundialmente como macéd (339,0 ug EAG/mL) e
abacaxi (358,0 ug EAG/mL) (Gardner et al 1999). Indicando o grande potencial destas
frutas como alimentos funcionais, j& que compostos fendlicos de plantas s&o tidos
como seus principais compostos antioxidantes (Lopez-Velez, Martinez- Martinez, Del
Valle-ribes, 2003). Além disso, a industria de alimentos vem demonstrando grande
interesse em extratos de plantas ricos em compostos fendlicos, pois estes compostos
retardam a degradacao de varios nutrientes encontrados em alimentos industrializados,

aumentando assim a qualidade e o valor nutricional destes alimentos (Pan et al., 2010).
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Figura 1. Compostos fendlicos totais de extrato aquoso de frutas tropicais, expresso em
Equivalente de Acido Galico (EAG) ug/ mL.

Diferentes letras indicam diferenca estatisticamente significativa entre as concentracdes de cada extrato

aquoso das frutas, usando ANOVA, através do teste Student-Newman-Keuls (p < 0.05).

6.2. Atividade Antioxidante

Nem sempre esta atividade se correlaciona com a presenca de grandes
quantidades de compostos fendlicos. Porém, alguns autores encontraram correlagdes
positivas entre a quantidade total de compostos fendlicos e a atividade antioxidante de
frutas (Wang e Lin, 2000). Assim, devido a presenca de compostos fendlicos
encontrados nos extratos das frutas estudadas, foi avaliado o potencial antioxidante
dos extratos, utilizando diferentes testes.

Antioxidantes sdo compostos que podem evitar que substancias quimicas e
biologicas dos radicais livres causem danos oxidativos. Essa oxidagdo de substratos
ocorre através de uma reag¢do em cadeia que inclui trés etapas (iniciacdo, propagacao
e terminacdo). Assim, utilizamos diferentes métodos que permitam avaliar os extratos

das frutas nas etapas de iniciagdo (capacidade antioxidante total e poder redutor),



33

propagacdo (quelacdo férrica) e terminacao (sequestro do radical superéxido e
hidroxila).
6.2.1. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Esse teste avalia a capacidade de uma amostra doar elétrons em um ambiente
fracamente acido e assim neutralizar espécies reativas, como as espécies reativas do
oxigénio. Os resultados obtidos neste trabalho sdo mostrados na Figura 2. N&o foi
encontrada uma correlagcdo entre a quantidade de compostos fendlicos e os valores de
CAT dos extratos. Das cinco espécies analisadas, M. zapota apresentou um valor de

CAT que foi o dobro do valor observado com os extratos das outras frutas.

S. lutea

A. carambola
S. purpurea
H. speciosa

M. zapota

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
EAA (mg/mg)

Figura 2: Capacidade Antioxidante Total do extrato aquoso de frutas tropicais, expresso

em Equivalente de Acido Ascorbico (EAA) mg/mg.
Diferentes letras indicam diferenca estatisticamente significativa entre as concentracdes de cada extrato
aquoso das frutas, usando ANOVA, através do teste Student-Newman-Keuls (p < 0.05).

Das frutas avaliadas, a M. Zapota é a Unica fruta que apresenta estudo referente

a CAT para fins comparativos. O valor em torno de 30.0 EAA mg/mg para o extrato

aquoso de M. zapota verificado neste trabalho foi semelhante ao descrito por Shui,
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Wong and Leong, 2004 que também avaliou a CAT do extrato aquoso de M. zapota.
Por outro lado, em estudo realizado em Singapura, extratos de M. Zapota
apresentaram resultados superiores aos do presente trabalho, em torno de 101.4 EAA
mg/mg (Isabelle et al, 2010). Estas variacbes encontradas nos valores referentes a
CAT de M. zapota pode ser devido a variacdo dos estagios na colheita, grau de
amadurecimento da fruta e das condi¢des de cultivo, como descrito por alguns autores.

Em estudo realizado por Morgado et al, 2010, goiabas colhidas em estagio ndo
maduro, apresentaram a maior vida Util, maiores teores de sélidos sollveis e de acidez
titulavel, bem como maiores teores de polifendis extraiveis totais, atividade antioxidante
total e teores de acido ascorbico do que as frutas maduras.

Lima, Mélo e Lima, 2002, realizaram estudo com pitanga roxa e observaram que
existe quantidade significante de antocianina nesta fruta, cujo teor foi mais elevado no
fruto maduro do que no semi-maduro.

Segundo Pires e Pommer, 2003, na fase de maturagdo das uvas ocorrem
mudancas nos teores de acgucares, acidez, compostos fendlicos, amolecimento e
sintese de cor e aroma, que definirdo a qualidade da uva. Abe et al, 2007, referem-se
que o acumulo de agucar é o fenbmeno mais importante da maturacdo por servir de
origem a compostos como os polifendis, as antocianinas ou outros compostos
relacionados ao aroma.

Arbos, et al, 2010, analisaram a atividade antioxidante dos extratos metandlicos
das hortalicas orgénicas e convencionais através do ensaio do DPPH. Os melhores
resultados da atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais foram superiores nos
vegetais organicos em relagdo aos convencionais. O sistema de produgéo convencinal,

baseia-se na utilizacdo intensiva de insumos quimicos (agrotdxicos), mecanizagado
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pesada e melhoramento genético voltado para a produtividade fisica (BOURN,
PRESCOTT, 2002).

Portanto, varios fatores podem levar a variagbes no conteudo de metabolitos
secundarios, o que possibilita o direcionamento na condugéo de estudos que priorizem
determinados fatores que viabilizem concentracdes desejaveis de principios ativos.
6.2.2. Poder redutor

O poder redutor esté relacionado a capacidade de transferéncia de elétrons,
podendo, dessa forma, reduzir a formacdo de radicais livres. Os agentes redutores
participam da finalizacdo de reagcdes em cadeia dos radicais livres com a doagao de
um atomo de hidrogénio (COSTA et al, 2010).

Alguns compostos antioxidantes apresentam capacidade redutora do ion ferro,
transformando Fe* em Fe”. In vitro, essa capacidade redutora é avaliada pela
formacdo de um complexo entre o Fe?* e o cloreto de ferro, sendo a atividade
mensurada pelo aumento da absorbancia gerada pela formagdo desse complexo. Nos
extratos de frutas avaliados ndo houve o aumento da absorbancia durante a leitura,
ndo apresentando portanto, propriedade de redugédo nas concentragdes entre 0,01 mg
a 2,0 mg /mL.

O presente estudo n&o corrobora com outros estudos, tendo em vista que
apresentaram poder redutor, apesar de alguns de seus resultados serem pouco
expressivos.

Os resultados apresentados por Chu, Chang e Hsu, 2000 indicam que cebolinha
e batata doce apresentam maior poder redutor (2,18 e 2,29 ug/ml, respectivamente) em
comparacao a repolho (0,17 ug /ml), espinafre (0,16 ug /ml) e batata (0,11 ug /ml).

Zou, Lu, Wei, 2004, avaliaram atividade antioxidante dos extratos de Hypericum

perforatum, utilizando também o método do poder redutor. Os autores compararam 0s
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extratos estudados aos flavondides quercetina, rutina e hiperosideo, além do acido
ascorbico e polifendis de cha. Todas as amostras apresentaram certo grau de reducéao,
no entanto, o extrato estudado apresentou o menor poder redutor avaliado, com
excecao da rutina.

Duan et al, 2007, verificaram que antocianinas de extratos de lichia
apresentaram maior poder redutor que o BHT e acido ascoérbico, sugerindo que as
antocianinas apresentam forte capacidade de doar elétrons. O poder redutor de
antocianinas da lichia, acido ascérbico e BHT a 100 ug /ml, foram 3,70; 0,427 e 0,148
ug /ml, respectivamente.

6.2.3. Atividade de quelagéao de metais

O fon Fe?" é o mais poderoso pré-oxidante dentre as vérias espécies de fons de
metal. A atividade de quelagéo de ions de metal de uma molécula antioxidante evita a
geracao da oxidacgdo e o conseqiente dano oxidativo. O teste baseia-se na medida da
quelacdo do ferro disponivel pelo antioxidante (quanto maior a quantidade de ferro
quelado, menor o nimero de ions disponiveis e maior a absorbancia).

Os extratos das frutas foram avaliados a partir de 0,01 mg até 2,0 mg / mL, e
ndo participaram na formagcéo de complexos de ferro, sugerindo que eles ndo tém
atividade quelante.

Entretanto, estudos com outros extratos de plantas mostram atividade de
quelacdo de ions metais. Jiménez-Escrig et al, 2001, avaliaram extratos da casca de
goiaba e observaram boa atividade antioxidante utilizando o método de quelacdo de
metais. Segundo os autores houve uma notével correlacdo entre o conteudo extraivel
de fenois totais estimado pelo método de Folin-Ciocalteu e valores de quelagdo nos
extratos estudados (r=0,818;p<0,01). Alta correlagdo também foi relatada em extratos

de cha, de acordo com estudos de Benzie e Zseto, 1999.
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Em estudo realizado por George et al, 2004, extratos aquosos de tomate
obtiveram boa quelacdo férrica, com resultados que variaram entre 0,64-2,3 mM em
duas variedades de tomates.

Jang et al, 2007 avaliaram o poder redutor do ferro em extratos de C. Cassia,
obtendo resultados significativos nas concentragdes entre 17—33 umol I-*.

Lim, Lim e Tee, 2007 avaliaram extratos de diversas frutas e verificaram que a
banana tem o melhor poder quelante, seguida da carambola, jambo, e maméo que
obtiveram poder quelante moderado e de outras frutas como a goiaba e laranja, que
obtiveram poder quelante muito baixo.

6.2.4. Sequestro do radical superoxido

O radical superoxido € uma espécie altamente toxica que € produzida por
inUmeras reagdes bioldgicas e fotoquimicas. Esse radical € uma espécie de oxigénio
reativo que pode causar danos a varias moléculas, inclusive proteinas, lipideos e DNA
celulares levando a dano celulares, teciduais e a varias doengcas (SAHREEN, KHAN,
KHAN, 2010). Ele é conhecido por levar a formagéo de H,0, via reacdo de dismutacao,
que é outro agente oxidante também muito danoso as células (LI; LI; ZHOU, 2007).

Os resultados sobre o efeito de diferentes concentragbes dos extratos S&o
apresentados na Tabela 1. Todos os extratos avaliados mostram capacidade de
sequestrar o radical superoxido, e trés extratos (S. purpurea, S. lutea, A. carambola)
foram capazes sequestrar 100% dos radicais formados. O extrato de M. zapota foi o
menos potente, ndo conseguindo sequestrar mais do que 60% dos radicais formados.
O extrato de H. speciosa em baixa concentragdo (0,5 mg/mL) foi o que apresentou
maior capacidade sequestradora de superoxido (~80%), o que foi um valor semelhante
ao observado com acido galico (controle positivo) na mesma concentragdo. Valores

semelhantes de sequestro de superdxido foram encontrados com extratos de Arbutus
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unedo L. nas concentragdes que variaram de 0.5 a 1.0 mg/mL (Oliveira et al, 2009). Por
outro lado, os valores obtidos com o extrato de H. speciosa (0.5 mg/mL) foram maiores
do que aqgueles obtidos com extratos de Choerospondias axillaris (WANG ET AL, 2008)
e de Psidium guajava (CHEN; YEN, 2007) que na concentragdo de 0.5 mg/mL
sequestraram cerca de 38% e 60% dos radicais superoxidos formados,
respectivamente.

O sequestro do radical superdxido de extratos de frutas tem sido relacionado
com a presenca de compostos fendlicos (VASCO; RUALES, 2008). Acredita-se que
parte da atividade sequestradora apresentada pelos extratos seja proveniente de seus
compostos fendlicos. Porém, como ndo se identificou uma correlagdo direta entre a
quantidade de fendlicos nos extratos e a atividade sequestradora de superodxido,
acredita-se que h& outros compostos a serem identificados que estariam se somando
aos polifendis e fornecendo, em parte, esta potente atividade sequiestradora de
superoxido observado pelos dados apresentados.

6.2.5. Sequestro do radical hidroxila

Entre as espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxila é o mais reativo e
causa danos graves as biomoléculas (BANERJEE; DASGUPTA, 2005). Sua eliminagéo
é algo muito desejado, pois este radical esta associado a varias doengas por possuir
um grande poder danoso as células devido a sua alta reatividade (OLIVEIRA et al,
2009).

Na Tabela 1 pode-se observar que todos os extratos apresentaram atividade
sequestradora do radical hidroxila e que esta atividade é dose dependente (de 0,1 a 2,0
mg/mL). Os extratos das frutas M. zapota, S. purpurea e A. Carambola foram os que
apresentaram o melhor percentual de sequestro do radical hidroxila, em torno de 92%

(2.0 mg/mL), interessantemente, duas dessas trés frutas apresentaram maior
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quantidade compostos fendlicos (Figura 1). Outro fato interessante é que trés extratos
(M. zapota, S. purpurea e S. litea) a uma concentragdo de 0,1 mg/mL foram capazes
de sequestrar 50% dos radicais hidroxila numa concentragdo menor do que o acido
gélico (controle positivo).

A atividade sequestradora de OH dos extratos aqui analisados nao foi téo
potente como aquela descrita para o extrato da Phyllanthus emblica, que na
concentracdo de 25.0 pg/mL sequestrou cerca de 80% dos radicais formados
(NIWANO et al., 2011). Porém, a atividade aqui observada foi bem mais potente do que
aquela relatada para extratos de outras frutas, como a Momordica charantia, conhecida
no Brasil como meldo de S&o Caetano, que apresentou baixa capacidade de
sequestrar radicais hidroxila, pois com 1,6 mg/mL este extrato foi capaz de sequestrar
apenas 37.1% dos radicais hidroxilas (KUBOLA; SIRIAMORNPUN, 2008). Extratos das
frutas Hylocereus undatus e Hylocereus costaricensis a uma concentragdo de 2.0
mg/mL apresentaram uma atividade sequestradora de apenas 64,0 e 58,0%,
respectivamente (KIM et al., 2011). A atividade sequestradora das frutas avaliadas
neste trabalho foi maior do que a observada para extratos de outras fontes como o0s
fungos Agrocybe cylindracea (TSAI et al., 2006) e Ganoderma tsugae (MAU et al.,
2005) e as algas marinhas (COSTA et al., 2010; CAMARA et al, 2011; MAGALHAES et
al., 2011), que mesmo em concentra¢des elevadas (> 5,0 mg/mL) n&o foram capazes
de sequestrar mais do que 30 % dos radicais hidroxila.

Os resultados mostram que os extratos de frutas aqui avaliados apresentam
uma grande capacidade sequestradora de radicais hidroxila e poderiam ser utilizados

para ajudar a prevenir ou amenizar os danos provocados por estresse oxidativo.
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Tabela 1. Atividade do sequestro de radicais hidroxila e superéxido em extratos aquosos de

frutas tropicais.

Frutas mg/mL Inibicdo (%)
Segquestro do radical hidroxila  Sequestro do radical superoxido

0.10 50.9+262 nd

0.25 52.8+4.32 Nd
Mani 0.50 66.5+2.0" 416+15°2
anilkara 1.00 87.4+1.4° 453+35a
zapota 2.00 92.2+05° 452+002
4.00 Nd 61.1+3.3°
8.00 Nd 62.0+0.9°

0.10 26.7+4.72 Nd

0.25 50.3+1.6" Nd
Y . 0.50 58.9+0.2° 80.1+7.72
ancornia 1.00 73.2 +3.6° 81.5 + 10.6 @
Speciosa 2.00 76.0 +1.2° 86.3 + 8.3"
4.00 Nd 88.3+5.0°
8.00 Nd 89.9+1.5"

0.10 58.3+5.02 Nd

0.25 65.9+0.42 Nd
S . 0.50 795+18° 335+392
pondias 1.00 88.4+2.2" 448+6.3°
purpurea 2.00 92.6 +0.3" 471+05°
4.00 Nd 81.6 +8.9°
8.00 Nd 101.5+2.0°

0.10 17.9+0.32 Nd

0.25 27.4+1.7° Nd
0.50 49.6 +2.3° 43.4+452
Averrhoa 1.00 821 +2.2° 498+252
carambola 2.00 92.0£0.7° 68.3+3.8°
4.00 Nd 92.5+0.8°
8.00 Nd 102.1+0.7°¢

0.10 63.1+1.12 Nd

0.25 60.6 +2.32 Nd
0.50 74.1+22° 36.3+3.12
Spondias lutea 1.00 76.3+3.2° 46.9+10.52
2.00 79.9+1.1° 56.4+0.22
4.00 Nd 101.4+8.1°
8.00 Nd 101.7 + 3.4°
0.10 405+1.32 41.0+3.12
Acido gélico 0.25 63.3+2.12 73.1+262
0.50 920+1.2° 81.1+3.2°
1.00 98.4+2.3" 90.1+352

Os dados séo expressos como médias + - desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre as frutas tropicais, utilizando-se ANOVA seguida pelo teste de Student-

Newman-Keuls (p <0,05). Nd - N&do determinado.
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6.3. Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos extratos aquosos de frutas tropicais foi
verificada com duas linhages de células: Hela (célula tumoral de colo uterino
humano) e 3T3 (célula de fibrobastos de ratos) por 24h e 48 h utilizando-se o método
colorimétrico MTT. Este ensaio é uma técnica simples e confiavel, que mede a
atividade metabdlica de células viaveis e tem sido amplamente utilizado para
guantificar a proliferacdo celular (Mosmann, 1983).

As células 3T3 sdo comumente utilizadas para se avaliar a toxidade de
compostos frente a células normais. Os dados mostraram que 0s extratos apresentam
baixa toxidade frente a essas células. Os extratos interferiram muito pouco na
proliferacéo das células 3T3. A inibicao da proliferacédo variou em torno de 0 a 20% na
maxima concentracdo utilizada, nas primeiras 24 horas. Essa taxa de inibicdo né&o

obteve mudancas significativas apés 48 horas, como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Atividade antiproliferativa de extratos aquosos de frutas tropicais com células

al/AB

3t3. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao. indicam diferenca significativa (p <0,05)
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entre as concentracdes diferentes da mesma fruta. *¥ / *"indicam uma diferenca significativa (p <0,05)
entre as concentracdes iguais de diferentes frutas. Andlise estatistica foi realizada separadamente em 24
e 48 horas, utilizando-se ANOVA seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05).

Avaliou-se também o efeito dos extratos frente a células tumorais HelLa. Os
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4. Nas condi¢fes testadas o extrato de H.
speciosa ndo apresentou atividade antiproliferativa, com aproximadamente 10% da
inibicdo da proliferagdo celular em todas as concentragbes. Os demais extratos
apresentaram essa atividade, com destaque para 0s extratos de S. purpurea e M.
zapota (500 pg/mL, 48 h) que inibiram cerca de 58% e 40% da proliferagéo celular,

respectivamente.
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Figura 4. Atividade antiproliferativa de extratos aquosos de frutas tropicais com células

HelLa. Os dados s&o expressos como média + desvio padrao. **¢'#® indicam diferenca significativa (p

<0,05) entre as concentracdes diferentes da mesma fruta. *¥*% | *YZW.T

indicam uma diferenca
significativa (p <0,05) entre as concentracdes iguais de diferentes frutas. Andlise estatistica foi realizada
separadamente em 24 e 48 horas, utilizando-se ANOVA seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p

<0,05).
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A avalicdo da atividade antiproliferativa de extratos de frutas frente as células
tumorais vem aumentando nos Utimos anos.

Hogan et al, 2010, avaliaram propriedades antioxidantes e atividade
antiproliferativa de extratos de agai, e verificaram que houve supressao da proliferagdo
de C-6, células de glioma do cérebro de ratos, e nao houve nenhum efeito sobre o
crescimento de MDA-468, células do céncer de mama humano. Os resultados
referentes a fragmentacdo de DNA, indicaram que houve apoptose das células C-6. No
mesmo estudo, comparou-se o0 extrato de acai com outros ricos antocianinas, incluindo
mirtilo, morango, framboesa e amora, no entanto, nenhum deles mostrou efeito
supressor das células tomorais. Os autores sugerem que os resultados positivos
quanto a atividade antiproliferativa ndo sejam devido as antocianinas e sim a outros
compostos presentes no extrato inicialmente estudado.

Shun et al, 2002, avaliaram a atividade antiproliferativa de extratos de liméao,
maga, morango, uva, banana e péssego e verificaram que houve relativa inibicdo da
atividade antiproliferativa de HepG2, células cancerosas do figado humano, de maneira
dose-dependente, com EC50 de 14,5 mg/mL.

Em estudo feito com extrato da fruta Terminalia chebula e células de prostata
humana (PC-3) mostraram que este extrato apresenta atividade antiproliferativa de
forma dose dependente, chegando ao maximo em torno de 0.4 mg/mL. Os dados
também mostraram que havia uma correlacdo positiva entre a atividade antiproliferativa
e o teor de compostos fendlicos, o que levou os autores sugerirem que estes seriam
responsaveis pela atividade antiproliferativa dos extratos (SALEEM et al 2002).

Correlagbes positivas também entre a quantidade compostos fendlicos e
atividade antiproliferativa foram observadas com extratos de Rosa canina e Prunus

virginiana contra células de cancer de colon (HT-29) e células de cancer de mama
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(MCF-7). Os autores propoem que a atividade antiproliferativa dos extratos seja devido
a presenca dos compostos fendlicos (OLSSON et al 2004).

N&o foi identificado uma correlagéo positiva entre a quantidade de compostos
fendlicos nos extratos e suas atividades antiproliferativas. Apesar de que o0s extratos
das frutas S. purpurea e M. zapota que apresentaram maiores quantidades de
compostos fendlicos também apresentam maior atividade antiproliferativa. E provavel
que atividade antiproliferativa seja dependente de diferentes tipos de compostos
fendlicos, e que alguns sdo mais tdxicos para as células do que outros. Portanto,
pretende-se no futuro purificar os diferentes compostos fendlicos presentes nos
extratos das frutas aqui estudadas e avalia-los como compostos antiproliferativos “in
vitro” e “in vivo”, bem como identificar os mecanismos de acgao.

Os dados obtidos mostraram que as frutas tropicais, em especial S. purpurea e
M. zapota, aqui avaliadas podem inibir os danos oxidativos por agir tanto na fase de
iniciagdo como na fase de terminagéo do processo de formagao de agentes oxidantes e
em paralelo podem inibir a proliferacdo de células tumorais, o que possibilita dizer que
as mesmas apresentam um grande potencial para sua utilizacdo para fins
dietoterapicos e aplicagbes nutricionais.

No entanto pesquisas adicionais sdo necessarias para investigar quais 0s
mecanismos e estruturas quimicas que proporcionam uma melhor capacidade

antiproliferativa de células tumorais.
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7. CONCLUSOES

- Todos os extratos avaliados apresentaram compostos fendlicos, no entanto, a M.
zapota, H. speciosa e S. purplrea, apresentam maior quantidade de compostos

fendlicos e A. carambola e S. litea menor quantidade;

- A M. zapota apresentou um valor de CAT que foi o dobro do valor observado com os
extratos das outras frutas, ndo sendo encontrada uma correlagéo entre a quantidade de

compostos fendlicos e os valores de CAT dos extratos.

- Os extratos ndo apresentaram atividade de quelagdo de metais e poder redutor;

- Todos os extratos avaliados mostram capacidade de sequestrar o radical superoxido,
e trés extratos (S. purpdrea, S. lutea, A. Carambola) foram capazes sequestrar 100%
dos radicais formados, no entanto, ndo se identificou uma correlacdo direta entre a

quantidade de fendlicos nos extratos e a atividade sequestradora de superoxido.

- Todos os extratos apresentaram atividade sequestradora do radical hidroxila com
atividade dose dependente. Os extratos das frutas M. zapota e S. purpurea foram os
gue apresentaram o melhor percentual de sequestro do radical hidroxila, em torno de

92%.

- Os extratos interferiram muito pouco na proliferacdo das células 3t3, o que significa

gue apresentam baixa toxidade frente a essas células.

- A Unica fruta que ndo apresentou atividade antiproliferativa foi H. speciosa, com
apenas aproximadamente 10% da inibicdo da proliferacdo celular em todas as

concentragdes. Os demais extratos
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apresentaram essa atividade, com destaque para os extratos de S. purpurea e M.

zapota.
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ABSTRACT

The antioxidant activity of aqueous extracts of five edible tropical fruits (Spondias lutea,
Hancornia speciosa, Spondias purpurea, Manilkara zapota and Averrhoa carambola) was
investigated using different methods. The amount of phenolic compounds was determined by the
Folin-Ciocalteu reagent. Extracts showed neither reducing power nor iron chelation (between
0.01 and 2.0 mg/mL). H. speciosa exhibited the highest superoxide scavenging activity (80%,
0.5 mg/mL). However, at high concentrations (8.0 mg/mL) only A. carambola, S. purpurea and
S. lutea scavenging 100% of radicals formed. M. zapota and S. purpurea had higher phenolic
compound levels and greater OH radical scavenging activity (92 %, 2 mg/mL). Antiproliferative
activity was assessed with 3T3 fibroblasts and cervical tumor cells (HeLa). The most potent
extract was S. purpurea (0.5 mg/mL), which inhibited HeLa cell proliferation by 52%. All fruits
showed antioxidant and antiproliferative properties, characterizing them as functional foods.

Keywords: antioxidant; antiproliferative; tropical fruits; functional foods
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1.0 INTRODUCTION

A functional food exhibits nutritional, metabolic, and therapeutic functions and has potential
use in preventing and controlling certain diseases. In addition to preventing cardiovascular

diseases [1], these foods have immunological, anticarcinogenic and antioxidant properties.

According to the ADA, 1995 (American Dietetic Association) [2], fruits are one of the most
basic forms of functional foods. In addition to their delicious flavor and aroma, they are

important sources of vitamins, minerals and other essential antioxidants in human diet.

Due to the presence of antioxidants, fruit consumption has been associated with reduced risk
of chronic diseases related to the oxidative stress induced by the production of free radicals in
the human body [3]. However, although fruits are considered sources of natural antioxidants,
their effectiveness depends on the chemical structure and concentration of these compounds.
Total antioxidant content varies due to several factors such as plant variety, environment,
climatic and soil conditions, genetic factors, degree of ripeness, storage and processing, among
others [4].

Therefore, a fruit cannot be simply identified as functional food, without first knowing the

antioxidant potential of the fruit in question.

Northeast Brazil is known for its beautiful beaches and the low income of its inhabitants. On
the other hand, this region shows a wide diversity of fruits, which have been widely consumed
for many generations. However, little is known about their functional properties. In order to
bridge this information gap, the present study aimed to determine the antioxidant and
antiproliferative activity of the aqueous extract from five tropical fruit species consumed in
Northeast Brazil: Caja fruit (Spondias lutea), Mangaba (Hancornia speciosa), Siriguela

(Spondias purpurea), Sapoti (Manilkara zapota) and Carambola (Averrhoa carambola).

2. MATERIALS AND METHOD
2.1. Materials
Iron sulfate, potassium ferricyanide, sulfuric acid and acetonitrile were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). Nitro Blue Tetrazolium (NBT), ferrozine, FeCl,, EDTA, methionine, riboflavin,
gallic acid, trichloroacetic acid (TCA) and ammonium molybdate were purchased from Sigma-Aldrich Co.

(St. Louis, USA). All other solvents and chemicals were of analytical grade.
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2.2.Fruit samples

Fresh fruit samples with no apparent physical or microbial damage were collected separately.
Samples included caja (Spondias lutea), mangaba (Hancornia speciosa), siriguela (Spondias purpurea),
sapoti (Manilkara zapota), and carambola (Averrhoa carambola) (Table 1). All fruits were of eating

quality, and were identically selected in terms of shape, size, color, and ripening stage.

Fruits were acquired in Pium, Brazil, packed in plastic bags and taken to the laboratory
(BIOPOL - Laboratory of Natural Polymer Biotechnology) on the same day as collection, where

they were washed under running water and stored at — 76 °C.
2.1 Extraction

The clean fruits were seeded to obtain aqueous extracts and, in the case of the sapoti, the skin
was removed. Pulps (400g) were then added to 800 mL of distilled water (1:2) and ground in a
blender for 3 minutes at ambient temperature. Extracts were then centrifuged (8000 x g for 30
minutes at 40°C) and filtered in a funnel with filter paper. After filtration, the agqueous extracts

were lyophilized.
2.3. Determination of total phenolic content

Total phenolic content of tropical fruit aqueous extract was determined by the
spectrophotometric method using the Folin — Ciocalteau reagent [10]. Results were expressed as

pg of total phenolics in gallic acid equivalent (GAE) per mL of extract.
2.4 Determination of total antioxidant capacity (TAC)

The assay is based on the reduction of Mo (VI) to Mo (V) by the fruit extract and
subsequent formation of a green phosphate/Mo (V) complex at acid pH [10]. Tubes containing
aqueous fruit extract and reagent solution (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4

mM ammonium molybdate) were incubated at 95 °C for 90 min.

After the mixture had cooled to room temperature, absorbance of each solution was
measured at 695 nm against a blank. Antioxidant capacity was expressed as ascorbic acid
equivalent (AAE).

2.5. Hydroxyl radical scavenging activity assay
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The scavenging activity of fruit extract against the hydroxyl radical was investigated using
Fenton’s reaction (Fe? + H,O, --> Fe3 + OH + OH). These results were expressed as inhibition
rate. Hydroxyl radicals were generated using a modified method [11] in 3 mL sodium phosphate
buffer (150 mM, pH 7.4), containing 10 mM FeSO,. 7H,0, 10 mM EDTA, 2 mM sodium
salicylate, 30% H,O, (200 uL) and varying concentrations of aqueous fruit extracts. In the
control group, sodium phosphate buffer replaced H,O,. Solutions were incubated at 37 °C for 1

h, and the presence of the hydroxyl radical was detected by monitoring absorbance at 510 nm.

2.5.  Superoxide radical scavenging activity assay

The assay was based on the capacity of aqueous fruit extract to inhibit photochemical
reduction of nitroblue tetrazolium (NBT) in the riboflavin-light—-NBT system [10]. Each 3 mL
reaction mixture contained 50 mM phosphate buffer (pH 7.8), 13 mM methionine, 2 uM
riboflavin, 100 uM EDTA, NBT (75 pM) and 1 mL of sample solution. After blue formazan
production, the increase in absorbance at 560 nm after 10 min illumination from a fluorescent
lamp was monitored. The entire reaction assembly was enclosed in a box lined with aluminum

foil. Identical tubes with the reaction mixture were kept in the dark and served as blanks.

2.6. Iron Chelation

The ferrous ion chelating ability of samples was investigated according to earlier studies
[10]. Briefly, the reaction mixture, containing samples of FeCl, (0.05 mL, 2 mM) and ferrozine
(0.2 mL, 5 mM), was shaken well and incubated for 10 min at room temperature. Absorbance of

the mixture was measured at 562 nm against a blank.

2.7. Reducing power

Reducing power of the samples was quantified as described further on [10]. Briefly, 4 mL of
reaction mixture, containing different sample concentrations in phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6),
was incubated with potassium ferricyanide (1% w/v) at 50 °C for 20 min. The reaction was
terminated by TCA solution (10% w/v). The solution was then mixed with distilled water and
ferric chloride (0.1% wi/v) solution and absorbance was measured at 700 nm. The result was

expressed as a percentage of the activity shown by 0.2 mg/mL of vitamin C.

2.8. Cell proliferation studies
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Cytotoxicity was determined by the MTT assay [12]. Cells were plated in 96-well plates
at an initial density of 5 x 10° cells per well. After incubation for 24 h at 37 °C, cells were treated
with concentrations of 0, 125, 250, 500, 1000 and 2000 ug/mL and incubated for 48 h. The MTT
solution (5 mg/mL) was then added to each well and further incubated for 4 h at 37 °C. To
solubilize the product of MTT reduction, 100 pL of isopropanol containing 0.04 N HCI was
added to each well and thoroughly mixed using a multichannel pipette. Optical density was read
with an ELISA reader at 570 nm.

The percent inhibition of cell proliferation was calculated as follows:

% Inhibition = Abs: 570nm Control - Abs: 570nm sample  x 100

Abs: 570nmControl
1.9.  Statistical analysis

All data were expressed as mean * standard deviation. Statistical analysis was conducted
by one-way ANOVA using GraphPad InStat software. Student-Newman-Keuls post-tests were

performed for multiple group comparison. In all cases statistical significance was set at p < 0.05.
3.0. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Total phenolic compounds (TPC)

The amount of phenolic compounds in the aqueous extracts of the fruits under study is
shown in Figure 1. Values ranged from 441.0 ug GAE/mL to 199.6 pg GAE/mL for S. purpurea
and S. lutea respectively. Data analysis resulted in 2 groups, fruits with a large amount of
phenolic compounds (M. zapota, H. speciosa and S. purpurea) and those with a small amount (A.

carambola and S. lutea).

The amount of phenolic compounds observed was lower than that found in some varieties
of grapefruit juices, which showed around 535.0 pg GAE/mL. On the other hand, M. zapota, H.
speciosa and S. purpurea exhibited higher values than those recorded in aqueous extracts of
fruits consumed worldwide, such as apples (339.0 ug GAE/mL) and pineapples (358.0 pg
GAE/mL) [13]. This demonstrates the great potential of these fruits as functional foods, given
that plant phenolic compounds of are considered the main antioxidant compounds of fruits [14].

Furthermore, the food industry has shown considerable interest in plant extracts rich in phenolic
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compounds, since they retard degradation of various nutrients found in industrialized foods,

thereby increasing their quality and nutritional value [15].

3.2. Antioxidant activity

Some authors have found positive correlations between total phenolic compound content
and antioxidant activity in fruits [16]. However, this activity is not always correlated with the
presence of large amounts of these compounds. Thus, due to the presence of phenolic
compounds in the fruit extracts studied here, the antioxidant potential of the extracts was

assessed using different antioxidant tests.

Antioxidants are compounds that can prevent biological and chemical substances from
radical-induced oxidation damage. Because radical oxidation of substrates occurs through a
chain reaction involving three stages (i.e. initiation, propagation and termination), antioxidants
show their effects through various mechanisms. Thus, we used different methods to evaluate the
effect of fruit extracts on initiation (total antioxidant capacity and power reducing), propagation

(iron chelating) and termination (superoxide and hydroxyl radical scavenging activities) stages.

3.2.1 Total Antioxidant Capacity (TAC)

The TAC test evaluates the capacity of a sample to donate electrons into a slightly acidic
environment, thereby neutralizing reactive species, such as oxygen reactive species. Results
obtained in the present study are shown in Figure 2. We found no correlation between the
amount of phenolic compounds and TAC values of the extracts. Of the five species analyzed, M.

zapota exhibited double the TAC value observed in the other fruit extracts.

We were unable to compare our TAC values with those obtained by other researchers,
since this is the first literature study to assess the TAC of H. speciosa, S. purpurea, A. carambola
and S. lutea. An exception was M. zapota. The approximate value of 30.0 AAE for aqueous
extract of M. zapota found in the present study was similar to that described in an earlier study
assessing the same extract [17]. On the other hand, extract of M. zapota from Singapore
exhibited higher values than ours, around 101.4 AAE [18]. This difference could be due to
natural variations, especially when cultivation conditions and stages at harvest are difficult to

determine.

3.2.2. Reducing power capacity
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Reducing power is linked to electron transfer ability; thus, reducing activities were
usually related to the development of reductones. Reductones terminate free radical chain
reactions by donating a hydrogen atom. In most cases, irrespective of the stage in the oxidative
chain in which antioxidant action is assessed, predominance of non-enzymatic antioxidative
activity is mediated by redox reactions [10]. Thus, several studies have reported that antioxidant
activity was concomitant with reducing power. However, our fruit extracts did not show any

reducing property (from 0.01mg to 2.0 mg/mL).
3.2.3. Metal chelating activity

Fe2+ ion is the most powerful pro-oxidant among various species of metal ions. It is
known to generate ROS by Fenton and Haber-Weiss reactions. Metal ion chelating activity of an
antioxidant molecule prevents oxyradical generation and consequent oxidative damage. The
iron-chelating capacity test gauges the ability of antioxidants to compete with ferrozine in
chelating ferrous ions. Activity is measured as the decrease in absorbance of the red

Fe2*/ferrozine complex.

In this assay fruit extracts (from 0.0lmg to 2.0 mg/mL) did not interfere with the
formation of the ferrous complex using the ferrozine reagent, suggesting they had no chelating

activity.
3.2.4. Superoxide radical scavenging

The superoxide radical is a highly toxic species produced by innumerable biological and
photochemical reactions. This radical is a reactive oxygen species that can damage various
molecules, including proteins, lipids and cellular DNA, causing cell and tissue damage as well as
a number of diseases [19]. It is produced in vivo and leads to the formation of H,O, via a

dismutation reaction, which is another oxidant agent very harmful to cells.

The effect of different extract concentrations on superoxide anions is shown in Table 2.
All extracts assessed are capable of sequestering the superoxide radical, and three extracts (S.
purpurea, S. lutea, A. carambola) were capable of scavenging 100% of radicals formed. Extract
of M. zapota was the least potent, unable to sequester more than 60% of radicals formed. A low
concentration (0.5 mg/mL) of H. speciosa showed the greatest superoxide scavenging capacity
(~80%), a similar value to that observed with gallic acid (positive control) at the same

concentration. Similar superoxide scavenging values were found with extracts (from 0.5 to 1.0
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mg/mL) of the strawberry tree (Arbutus unedo L.) [20]. On the other hand, values obtained with
H. speciosa extract (0.5 mg/mL) were higher than those observed in extracts of Choerospondias
axillaris [21] and Psidium guajava [22] which sequestered around 38 and 60% of superoxide

radicals formed, respectively, at a concentration of 0.5 mg/mL.

The scavenging action of fruit extracts has been related with the presence of phenolic
compounds [23]. We believe that some of the scavenging activity exhibited by the extracts
originates in their phenolic compounds. However, since no correlation between amount of
phenolics in the extracts and superoxide scavenging activity was identified, we hypothesize that
other compounds not yet identified are being added to polyphenols and contributing to the potent

superoxide scavenging activity observed in our study.

3.2.4 Hydroxyl radical scavenging

The hydroxyl radical is the most reactive of oxygen reactive species, causing serious
damage to biomolecules. Its elimination is highly desirable, since the elevated reactivity of this

radical is associated to cell damage, leading to several diseases [21].

Table 2 shows that all extracts exhibited dose-dependent hydroxyl radical scavenging
activity (from 0.1 to 2.0 mg/mL). Extracts of M. zapota and S. purpurea displayed the highest
hydroxyl radical scavenging percentage, around 92% (2.0 mg/mL). Interestingly, these two fruits
had the largest amount of phenolic compounds (Figure 1). Another remarkable finding is that
three extracts (M. Zapota, S. purpurea, and S. lutea) at a concentration of 0.1 mg/mL were
capable of scavenging 50% of hydroxyl radicals at a lower concentration than gallic acid

(positive control).

Hydroxide scavenging activity of extracts analyzed here was not as potent as that
described for extract of the Indian gooseberry (Phyllanthus emblica), which scavenging around
80% of radicals formed, at a concentration of 25.0 pg/mL [24]. However, the activity observed
here was much more potent than that reported for extracts of other fruits, such as bitter melon
(Momordica charantia), known in Brazil as “meldo de S&o Caetano”. This fruit exhibited low
hydroxyl radical scavenging capacity, since with 1.6 mg/mL the extract was capable of
scavenging only 37.1% of hydroxyl radicals [25]. Extracts of red pitaya peel (Hylocereus
undatus) and white pitaya peel (H. costaricensis), at a concentration of 2.0 mg/mL, showed

scavenging activity of only 64.0 and 58.0%, respectively [26]. The scavenging activity of fruits
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studied here was also greater than that observed for extracts from other sources such as the fungi
Agrocybe cylindracea [27] and Ganoderma tsugae [28] and seaweeds [10] which, even at high

concentrations (> 5.0 mg/mL), were unable to sequester more than 30% of hydroxyl radicals.

Results show that the fruit extracts investigated in the present study exhibited substantial
hydroxyl radical sequestering capacity and could be used to help prevent or reduce damage

provoked by oxidative stress.

3.5. Cell proliferation studies

The antiproliferative activity of tropical fruit aqueous extracts was determined with two
cell lines: HeLa (human cervical cancer cells) and 3T3 (rat fibroblast cells) for 24h and 48 h
using the MTT colorimetric method. This simple and reliable technique, which measures the

metabolic activity of viable cells, has been widely used to quantify cell proliferation [12].

3T3 cells are commonly used to assess compound toxicity against normal cells. Our data
showed that the extracts had low toxicity against these cells and interfered very little in 3T3 cell
proliferation. Proliferation inhibition ranged from 0 to 20% in the first 24 hours, at the maximum

concentration used. However, this did not increase after 48 hours of experiment (Figure 3).

We also assessed the effect of extracts against Hela tumor cells. Results are shown in
Figure 4. Under conditions tested, H. speciosa extract showed no antiproliferative activity
(around 10% at the highest concentrations). The other extracts displayed antiproliferative
activity, highlighted by extracts of Spondias purpurea and Manilkara zapota (500 pug/mL, 48 h),

which inhibited around 58 and 40% of cell proliferation, respectively.

Assessment of the antiproliferative activity of fruit extracts against tumor cells has been
increasing in recent years. A study with extract of haritaki fruit (Terminalia chebula) and human
prostate cells (PC-3) showed dose-dependent antiproliferative activity, reaching a maximum of
around 0.4 mg/mL. Data also show a positive correlation between antiproliferative activity and
phenolic compound content, which led the authors to suggest the latter are responsible for the
antiproliferative activity of extracts [29]. Positive correlations were also observed between the
amount of phenolic compounds and antiproliferative activity with extracts of rosehips and black
chokeberries against colon cancer cells (HT-29) and breast cancer cells (MCF-7). The authors
proposed that the antiproliferative activity of extracts is due to the presence of phenolic

compounds [30]. We found no positive correlation between the amount of phenolic compounds



57

in the extracts and their antiproliferative activity. Although extracts of Spondias purpurea and
Manilkara zapota showed higher amounts of phenolic compounds, they also exhibited greater
antiproliferative activity. Antiproliferative activity is likely dependent on different types of
phenolic compounds, some being more toxic to cells than others. In the future, we intend to
purify the different phenolic compounds present in fruit extracts studied here, assess them as “in

vitro” and “in vivo” antiproliferative compounds, and identify their action mechanisms.

Data obtained demonstrated that tropical fruits, especially Spondias purpurea and
Manilkara zapota, can inhibit oxidative damage by acting in both the initiation and termination
phase of the oxidant agent formation process, as well as inhibiting tumor cell proliferation. These

characteristics show their great potential for dietotherapeutic and nutritional applications.
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TABLES

Table 1. Common and scientific names of selected fruits

Common

name

Scientific name

Some characteristics

Sapoti

Manilkara zapota

Belongs to the family Sapotaceae; it is
recognized for its delicious, slightly astringent,
sweet taste. The sapoti tree is well adapted to
the climatic conditions of Brazil, more
specifically to the Northeast region ©. Its skin

is brown and the pulp is cream-colored.

Mangaba

Hancornia

speciosa

Belongs to the family Apocynaceae, is very
popular in the Northeast, has good digestibility
and nutritional value ©. Its sweet pulp is yellow

and reddish-yellow when ripe.

Siriguela

Spondias

purpurea

Belongs to the family Anacardiaceae, is a dark
red drupe when ripe, and has a pleasant-tasting
and smelling pulp. It is very popular in
Northeast Brazil due to its excellent

organoleptic qualities .

Carambola

Averrhoa

carambola

Belongs to the family Oxalidacea, its fruits
exhibit 4 or 5 longitudinal grooves,
corresponding to the carpels ®. The skin is
translucent, smooth and shiny, and its color

varies from green to yellow.

Caja

Spondias lutea

Belongs to the family Anacardiaceae. Its pulp
is juicy, sweet and acidulate, with a very
pleasant taste and smell. This fruit is egg-
shaped and slightly flat on the bottom; when

ripe its smooth skin is yellowish-orange®.

61
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Table 2. Hydroxyl and superoxide radical scavenging activity of tropical fruits

Fruits mg/mL Inibition (%)
Hidroxil radical scavenging Superoxide radical scavenging

0.10 50.9+2.62 nd

0.25 52.8+4.332 nd
Manilk 0.50 66.5+2.0° 416+15¢
anifkara 1.00 87.4+14° 453+352
zapota 2.00 922+05° 45.2+00°
4.00 nd 61.1+3.3°
8.00 nd 62.0+0.9°

0.10 26.7+4.7°2 nd

0.25 50.3+1.6"° nd
Hancornia 0.50 58.9+0.2° 80.1+7.72
speciosa 1.00 73.2+3.6°¢ 81.5+10.62
2.00 76.0+1.2° 86.3 +8.3°
4.00 nd 88.3+5.0°
8.00 nd 89.9+1.5"

0.10 58.3+5.02 nd

0.25 65.9+0.42 nd
spondias 0.50 795+1.8 z 33.5+3.9 Z

ourpurea 1.00 88.4+2.2 448 +6.3

2.00 92.6 +0.3"° 471+05°
4.00 nd 81.6+8.9°
8.00 nd 101.5+2.0¢

0.10 17.9+0.32 nd

0.25 27.4+17° nd
0.50 49.6 +2.3°¢ 43.4+452
Averrhoa 1.00 82.1 +2.2° 49.8+25%
carambola 2.00 92.0+0.7° 68.3+3.8"
4.00 nd 92.5+0.8°
8.00 nd 102.1+0.7°¢

0.10 63.1+1.1°2 nd

0.25 60.6 +2.32 nd
0.50 741+22° 36.3+3.12
Spondias lutea 1.00 76.3+3.2° 46.9 +10.5°2
2.00 79.9+1.1° 56.4+ 0.2 2
4.00 nd 101.4+8.1°
8.00 nd 101.7 £3.4°
0.10 405+1.32 41.0+3.1°2
0.25 63.3+2.12 73.1+262
Acido gélico 0.50 92.0+1.2° 81.1+3.2°
1.00 98.4+2.3" 90.1+35¢2

Data are expressed as means +- standard deviation. Different letters indicate a significant

difference between tropical fruits using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-

Keuls test (p < 0.05). nd — not determined.
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Fig 1 Total phenolic compounds of tropical fruit aqueous extract, expressed in gallic acid
equivalents (GAE) ug/ mL. Different letters indicate a significant difference between
concentrations of individual fruit aqueous extract using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test (p < 0.05)
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Fig 2 Total antioxidant capacity (TAC) of tropical fruit aqueous extract, expressed in ascorbic
acid equivalents (AAE) mg/mg. Different letters indicate a significant difference between
concentrations of individual fruit aqueous extract using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test (p < 0.05)

70,0 4
= 600 4
k) 1125 pg/mL
[
= 500 4 250 pg/mL
£ B 500 pg/ml
e 40,0 1
L
"
.:;"' 30,0 - ax
= ax ax
A -
5 200 ax ax 'x;-’:("“'x B.Xg o AX
— X A X
— * . . ALK
3 ax AXax  _AX A
o 100 Hax ax A% ax - A A,
ay ax
=] = =] =] o o = =] =]
& 2 v =) © & 2 v =) b
=2 fy 3 ‘.:.'j o =] 3 2 ‘E._’ o
v < 5 5 t “ 2 5 S 5
[ = . ) - .
o, o < o (=1 o <
T i < = R i S -
“ <
24h 42h

Fig 3 Antiproliferative activity of tropical fruit aqueous extracts with 3t3 cells. Data are

/A8 indicate a significant difference (p < 0.05) between

X,y / XY

expressed as mean + standard deviation.
different concentrations of the same fruit. indicate a significant difference (p < 0.05)
between similar concentrations of different fruits. Statistical analysis was conducted separately at

24 and 48 hours using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test (p < 0.05).
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Fig 4 Antiproliferative activity of tropical fruit aqueous extracts with Hela cells. Data are

/A8 indicate a significant difference (p < 0.05) between

X,y / XY

expressed as mean + standard deviation.
different concentrations of the same fruit. indicate a significant difference (p < 0.05)
between similar concentrations of different fruits. Statistical analysis was conducted separately at

24 and 48 hours using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test (p < 0.05)
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