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RESUMO

BALISTEIRO, D.M. Efeito dos compostos fendlicos de frutas nativas brasileiras na
glicemia pés-prandial. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

— Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Algumas frutas nativas brasileiras podem ser consideradas excelentes fontes de
compostos bioativos de natureza fendlica. Destacamos, dentre elas, o0 cambuci, 0 araga, o
camu-camu, a cagaita, algumas espécies de maracuja silvestres e a jabuticaba. Alguns
destes compostos sdo capazes de inibir as enzimas do metabolismo de carboidratos in
vitro. A inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase retardam e prolonga o tempo de
digestdo de carboidratos reduzindo, assim, a propor¢cdo e a velocidade de glicose
absorvida e, consequentemente, 0 aumento brusco de glicose pés-prandial no plasma. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito de sucos clarificados de frutas nativas
brasileiras sobre a glicemia pés-prandial em seres humanos, apds consumo de uma
unidade de péo branco (Tipo pao francés com aproximadamente 55 @), e estudar o efeito
dos compostos fendlicos purificados a partir dos sucos sobre as enzimas a-amilase e a-
glicosidase in vitro. Os resultados obtidos mostraram que todos os sucos clarificados,
excetuando-se o de maracuja-alho (Passiflora tenuifila Killip), tiveram efeito positivo sobre
a glicemia pés-prandial, causando reducdo da quantidade total de glicose absorvida
(cambuci (campomanesia phae O.Berg.), cagaita (Eugenia dysenterica DC), camu-camu
(Myciaria dubia Mc Vaugh) e araca (Psidium guineensis Sw)), aumento no tempo para
atingir a concentracdo sanguinea maxima de glicose (camu-camu e cambuci), diminuicdo
na velocidade de incremento da glicose (cambuci, cagaita, camu-camu, araca e
jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg)) e diminuicdo do incremento percentual da glicose
(todos os sucos exceto o de maracuja-alho). O consumo dos sucos causou ainda
aumento da capacidade antioxidante do plasma. Os compostos fendlicos purificados a
partir dos sucos testados foram capazes de inibir a atividade das enzimas a-amilase e a-
glicosidase in vitro, sendo que, excetuando-se o suco de jabuticaba, todos foram mais

eficientes que a acarbose na inibicdo da a-glicosidase.

PALAVRAS-CHAVE: frutas nativas, compostos fendlicos, glicemia pés-prandial.



XV

ABSTRACT

BALISTEIRO, D.M. Efeito dos compostos fendlicos de frutas nativas brasileiras na
glicemia pés-prandial. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

— Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Some native Brazilian fruit can be considered excellent sources of bioactive compounds of
phenolic nature. Featuring, among them, the cambuci, the araca, camu-camu, the cagaita,
some species of wild passion and jabuticaba. Some of these compounds are able of
inhibiting the enzymes of carbohydrate metabolism in vitro. Inhibition of the enzymes a-
amylase and a-glycosidase slow and prolongs the digestion of carbohydrates, thus
reducing the rate and velocity of glucose absorbed and therefore the sudden increase of
postprandial glucose in plasma. The objectives of this study were to evaluate the effect of
fruit juices clarified Brazilian native on postprandial glycemia in humans following
consumption of a unit of white bread (French bread type with approximately 55 g), and
study the effect of phenolic compounds purified from the juices of the enzymes a-amylase
and a-glucosidase in vitro. The results showed that all juices clarified, except the passion
fruit garlic (Passiflora tenuifila Killip), had a positive effect on postprandial glycemia,
causing reduction in the total amount of glucose absorbed (cambuci (Campomanesia phae
O.Berg .), cagaita (Eugenia dysenterica DC), camu-camu (Myciaria dubious Mc Vaughn)
and araca (Psidium guineensis Sw)), increase in the time to reach maximum blood
concentration of glucose (camu-camu and cambuci), decrease in speed of glucose
increment (cambuci, cagaita, camu-camu, araca and jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg))
and decreased percentage increase in glucose (all except the passion garlic fruit juices).
The consumption of juice also caused an increase in plasma antioxidant capacity.
Phenolic compounds purified from the juices tested were able to inhibit the activity of
enzymes a-amylase and a-glycosidase in vitro, and, except for the juice jabuticaba, all

were more efficient than acarbose in inhibiting a- glycosidase.

KEYWORDS: native fruits, phenolic compounds, postprandial glycemia.
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1. Introducéo

As dietas ricas em frutas e vegetais, e, por conseguinte, em compostos
fendlicos, diminuem o risco de doencas cardiovasculares e cancer. Contudo, a dieta
atual das populacdes humanas € pouco diversificada e pobre em alimentos de
origem vegetal, visto que existem mais de 200 mil plantas conhecidas, e que, nas
eras paleolitica e neolitica, seu consumo era significativo - cerca de 3.000 e 200
espécies de plantas faziam parte da dieta humana diéria, respectivamente.
Atualmente, 13 vegetais destacam-se, mas apenas 8 integram a dieta habitual
destas populacdes (CORDAIN, 1999; DIAMOND, 2002). O consumo variado de
frutas e vegetais garante o aporte de micronutrientes adequado para suprir as
necessidades nutricionais de um individuo. Os nutrientes das frutas e vegetais,
principalmente os metabdlitos secundarios, sédo altamente influenciados pelo cultivo
organico ou convencional, clima, periodo do ano entre outros fatores, como exemplo
temos o tomate, a pimenta (CHASSY et al., 2006), a soja (BALISTEIRO, ROMBALDI
e GENOVESE, 2012) entre outros alimentos.

O processo de domesticacdo consiste em um conjunto de medidas adotadas
pelo homem para adequar as espécies as suas necessidades, de forma consciente
ou nao. Atualmente o homem desenvolve o trabalho de domesticacdo de forma
cientifica, isto é, realiza melhoramento genético das espécies de interesse para
chegar ao objetivo final de forma eficiente. Poucas plantas brasileiras foram
domesticadas e grande parte das plantas cultivadas em territorio nacional é exotica,
sendo raras as excecdes. Os maiores esforcos para domesticacdo de espécies

nativas foi iniciado somente no século XX. Contudo, muitas plantas continuam a ser
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exploradas de forma extrativista, como acontece com muitas frutiferas do Cerrado
brasileiro (JUNQUEIRA et al., 2008; DEAN, 1991).

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo. A producéo brasileira
de frutas € de cerca de 41,1 milhdes de toneladas (IBRAF, 2007). As exportacdes
brasileiras de frutas, polpas e sucos tiveram uma evolucao, entre 2002 e 2009, de
16,6% ao ano (NOGUEIRA e SANTANA, 2009). Ainda, as condi¢cfes climaticas
brasileiras favorecem uma grande diversidade de espécies frutiferas tropicais
nativas (BRASIL, 2007). As 20 frutas mais consumidas no Brasil sdo abacate,
abacaxi, banana, caqui, coco-da-baia, figo, goiaba, laranja, limdo, mamao, manga,
maracuja, marmelo, maca, melancia, meldo, pera, péssego, tangerina e uva, destas
apenas 3 sao nativas brasileiras, o abacate, a goiaba e o abacaxi (IBRAF e IBGE,
2012).

No Brasil, os sucos integrais sdao uma tradicdo, sendo envasados em garrafas
de vidro, em embalagens cartonadas ou, mais recentemente, em embalagens de
poliestireno tereftalato (PET). E bem conhecido que as composicdes de sucos de
frutas variam de acordo com variedades ou espécie de fruta, com maturidade, e
como resultado de efeitos ambientais e climéticos da estacao de crescimento. Entre
as principais caracteristicas desejaveis para uma cultivar visando o mercado de
frutas estdo a produtividade, o tamanho e equilibrio acucares/acidez dos frutos
(ROSA, COSENZA e LEAO, 2006).

As frutas possuem um grande valor nutricional, com vitaminas, sais minerais,
antioxidantes, acucares naturais, compostos fendlicos que auxiliam na prevencao e
no combate de doencas. Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2011) indicam que o consumo inadequado de frutas e hortalicas esta entre os dez

principais fatores de risco para doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT).
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As frutas sao fontes de vitaminas e minerais essenciais para o metabolismo,
construcdo e reparo de tecidos, producdo de energia € funcionamento do sistema
nervoso. As vitaminas séo classificadas como lipossoluveis (vitaminas A, D, E e K) e
hidrossoltuveis (Vitamina C e do complexo B). Os minerais sdo substancias
inorganicas que ajudam a regular as fungdes do corpo. Podem ser classificados
como eletrolitos (potassio, cloro e sédio), macrominerais (calcio, fésforo, magnésio,
enxofre), microminerais ou elementos-traco (ferro, zinco, cobre, iodo, cromo,
selénio, manganés, molibdénio, niquel) e elementos ultratracos (fluor, cobalto,
silicio, vanadio, estanho, chumbo, mercurio, boro, litio, estréncio, cadmio, arsénio)
(MANGANARO, 2008).

Os compostos fendlicos, encontrados na forma de ésteres ou heterosideos,
representam a maior categoria de agentes fitoquimicos e distribuem-se
abundantemente no reino vegetal, e sdo encontrados sob a forma de ésteres ou de
heterosideos. Sédo derivados das vias bioquimicas do &cido chiquimico e dos
fenilpropanoides. Os grupos de fendlicos mais abundantes na dieta humana s&o:
flavonoides, polifendis (taninos) e acidos fendlicos. Os &cidos fendlicos incluem os
acidos benzoicos e seus derivados (hidroxibenzoico, vanilico, galico etc.) e os
acidos cinamicos e seus derivados (cumarico, ferulico, cafeico etc.). Os taninos sao
polimeros de alto peso molecular e dividem-se em taninos hidrolisaveis (polimeros
de acido galico ou elagico), presentes em frutas como 0 morango e nas nozes, e
taninos condensados (polimeros de catequina ou epicatequina) (SERRANO et al.,
2009; FELDMAN, 2005). Os compostos fendlicos sdo, em geral, antioxidantes
potentes. Diversas evidéncias sugerem que o risco de doencas causadas pelo

estresse oxidativo em sistemas biolégicos pode ser diminuido pela ingestdo de
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antioxidantes naturais encontrados na dieta humana, principalmente compostos
fendlicos (CROZIER et al., 2009; SCALBERT et al., 2005; MANACH et al., 2004).

A acgdo antioxidante ocorre tanto pela inibicdo da formacao dos radicais quanto
pela eliminacdo dos radicais formados. A neutralizacdo se da pela doacdo de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a cadeia reacional. O
potencial antioxidante dos compostos fenodlicos deve-se principalmente a primeira
atuacao, sequestrando radicais livres e quelando metais. Os antioxidantes, como o0s
flavonoides, possuem diversas duplas conjugadas em ressonancia e hidroxilas que
sdo capazes de estabilizar a carga positiva oriunda da perda do préton. Quanto
maior a quantidade de hidroxilas e de liga¢ces olefinicas adicionais no anel C, mais
potencializada sera sua capacidade antioxidante (NAKAMURA et al., 2003).

Os compostos fendlicos apresentam estrutura quimica de 15 atomos de
carbono, ou seja, 2 anéis de benzeno (anéis A e B) ligados por um grupo pirano
(anel C). A estrutura quimica dos flavonodides favorece sua agdo antioxidante. Os
hidrogénios dos grupos hidroxilas adjacentes (orto-difendis), localizados em varias
posi¢cdes dos anéis A, B e C, as duplas ligacbes dos anéis benzénicos e a dupla
ligacdo da fungdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de flavondides fornecem a
estes compostos alta atividade antioxidante (TAPAS et al., 2008). Muitos ocorrem
naturalmente como flavonoides glicosilados, e os carboidratos mais encontrados séao
D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose e arabinose (KING; YOUNG, 1999).
Conforme ilustrado na Figura 1 os compostos fendlicos dividem-se de acordo com o
namero de anéis fendlicos e com os elementos ligados a estes anéis (BURNS et al.,
2001). Os flavonoides sédo subdivididos em 6 classes: flavonas, flavanadis,
flavanonas, isoflavonas, flavondis (tais como quercetina e caempferol) e

antocianinas. As flavonas sdo as miricetina, quercetina, caempferol, isorhamnetina e
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morina, as quais existem nas formas de agliconas e conjugadas com o acgucar. Os
flavanois, (+)-catequina e (-)-epicatequina e as antocianinas, por exemplo,
malvidina-3-glicosideo (MANACH et al., 2004). Os taninos sdo polimeros de alto
peso molecular e sdo divididos em trés classes: taninos hidrolisaveis, taninos

condensados e os taninos complexos (COS et al., 2003; KING; YOUNG, 1999).
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Figura 1: Estrutura quimica dos flavondides (adaptado de CROZIER et al., 2009).

Proantocianidinas sao oligbmeros de flavonoides, especialmente os flavan-3-ol:
(+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequina, (-)-epigalocatequina e (-)-
epigalocatequina galato. Grande parte da literatura de taninos condensados refere-
se apenas as proantocianidinas oligoméricas, devido a dificuldade de analisar

moléculas com alto grau de polimerizacdo. A falta de dados sobre a composi¢do de
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taninos deve-se, ainda, a auséncia de padrdes comerciais, a distribuicdo irregular
nos tecidos, e a variagdo sazonal e no processamento (COS et al., 2003).

A maior parte dos polifendis da dieta € metabolizada pela flora intestinal antes
de serem absorvidos, ao passo que alguns polifendis sdo absorvidos diretamente
pelo trato gastrointestinal (SELMA; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2009). O
metabolismo dos polifendis ocorre via diversos mecanismos: a hidrolise, a reducéo,
a descarboxilacdo, a desmetilacdo e a clivagem de ligacdes. O metabolismo pela
flora intestinal € fundamental para a absorcdo e também para a modulacdo da
atividade biolégica do composto (LILA, 2007; LIU, 2003). Wang et al. (2011)
identificaram uma ligagdo direta entre a flora intestinal, dieta e risco de doenga
cardiovascular (DCV), do mesmo modo a flora intestinal tem sido implicado no
desenvolvimento de alguns fenétipos metabdlicos, tais como a obesidade e a
resisténcia a insulina. Portanto, dependendo da flora intestinal estabelecida no
organismo, haverd uma maior ou menor propensdao ao desenvolvimento da
inflamacado subclinica, da resisténcia a insulina e obesidade (DUMAS et al., 2006;
LEY et al., 2006).

A flora intestinal possui a capacidade de extrair mais ou menos energia dos
alimentos, pois contém enzimas capazes de digerir carboidratos complexos
facilitando sua absorcdo. O amido e a sacarose sdo os carboidratos mais
importantes da dieta, pois sdo considerados fontes primarias de energia para o
organismo. Sua digestao, absorcédo e metabolismo também podem ser influenciados
pelos polifendis e seus metabolitos. Por exemplo, alguns destes compostos séo
capazes de inibir as enzimas do metabolismo de carboidratos in vitro (PINTO et al.,
2008, 2009; RANILLA et al.,, 2008, 2009). O potencial inibitério destes na

prevencao/tratamento do diabetes mellitus tipo 2 € grande e é discutido a seguir.
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1.1. Atividade inibitoria dos polifenois sobre a a-glicosidase e a a-amilase

O Diabetes Mellitus é uma doenca metabdlica de etiologia multipla
caracterizada por hiperglicemia cronica e distirbios no metabolismo de proteinas,
carboidratos e lipidios, resultado da deficiéncia na secrecdo de insulina, da
insensibilidade do receptor de insulina, ou de ambos (WHO, 2011). O diabetes
mellitus tipo 1 é uma doenca auto-imune, caracterizada pela destruicdo das células
beta produtoras de insulina. A existéncia de alguns genes que predispde a doenca
ainda é controversa, uma vez que pessoas portadoras destes mesmos genes nao a
desenvolvem. A diabetes tipo 2 possui um fator hereditario mais efetivo do que o
tipo 1, além de guardar forte relacdo com a obesidade e o sedentarismo (sindrome
metabdlica). Estima-se que 60 a 90% dos portadores de diabetes tipo 2 sejam
obesos e a ocorréncia é maior apdés os 40 anos de idade. Este tipo de diabetes é
cerca de 8 a 10 vezes mais comum que o tipo 1 e responde bem ao tratamento com
dieta e exercicio fisico (ADA, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a taxa de prevaléncia do diabetes
€ alarmante, tendo cerca de 366 milhdes de pessoas em todo 0 mundo no ano de
2011, e estima-se que este valor se elevara para, no minimo, 366 milhées em 2030.
No Brasil, a projecédo € de 4,5 milhdes para 11,3 milhdes, no mesmo periodo,
tornando-se o0 oitavo pais no mundo com maior numero de pessoas com diabetes
(WHO, 2011). Complicagbes como retinopatia, nefropatia e neuropatia,
desenvolvidas por individuos diabéticos, resultam do estresse oxidativo gerado por
episodios de hiperglicemia, causando dano celular, seguidos de peroxidacao lipidica
e inativacdo de proteinas (HUXLEY et al.,, 2011). Apesar de mecanismos nao

esclarecidos e poucos estudos relatados, as hipoteses salientam que a alta
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capacidade antioxidante de compostos fendlicos, principalmente dos flavonoides,
também pode ser efetiva na reducdo do estresse oxidativo e progresséo da diabetes
mellitus e hipertensdo (SONG et al., 2005; KNOW et al., 2006).

Ainda no que diz respeito ao metabolismo sanguineo, a hiperglicemia pés-
prandial, quando ocorre com elevada recorréncia, pode causar dano as células .
Estas células sdo responsaveis pela producdo e liberacdo da insulina. O dano a
estas células terd como consequéncia a diminui¢cdo progressiva da secrecdo deste
hormonio (YAMAMOTO et al., 2008)

O tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) visa manter o controle
glicémico adequado através de uma dieta hipocaldrica, do aumento da pratica de
exercicios fisicos ou do uso de medica¢bes. Devido a gravidade da doenca e aos
efeitos colaterais da terapia tradicional, a busca por terapias alternativas que
possam ser adjuvantes ao tratamento da DM2 é imprescindivel. Neste contexto, 0s
inibidores naturais de a-amilase e a-glicosidase surgem como aliados promissores,
pois sdo capazes de diminuir a absorcdo da glicose e, consequentemente, de
reduzir a glicemia pés-prandial (GROVER et al., 2002; ELSENHANS e CASPARY,
1987).

A principal fonte de glicose presente no sangue sao os carboidratos da dieta,
como o amido, que sao hidrolisados pelas duas principais enzimas digestivas, a-
glicosidase e a-amilase. A a-glicosidase situa-se na membrana ciliada do intestino
delgado e promove a conversdo do amido e da sacarose (clivagem das ligacdes a-
1,4 e a-1,6) em moléculas de glicose para facilitar a absor¢cdo. A a-amilase esta
presente na saliva e no suco pancreatico e é responsavel por clivar as ligagdes a-
1,4 de amilose, liberando dextrina, maltose e maltotriose (BISCHOFF, 1994). A

inibicdo destas enzimas retarda o tempo de digestdo de carboidratos reduzindo,
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assim, a propor¢ao de glicose absorvida e, consequentemente, 0 aumento brusco
de glicose pés-prandial no plasma (TOELLER, 1994). A acarbose € o Unico
medicamento inibidor da a-glicosidase no Brasil, e sua a¢cdo consiste em retardar a
absorcao intestinal de glicose. Contudo, tem baixo potencial de reducdo da
hemoglobina glicada e apresenta como efeito colateral a intolerancia intestinal. Sua
eficAcia esta associada ao uso pré-prandial para prevencdo da hiperglicemia pos-
prandial (PISTROSCH et al., 2009; BISCHOFF, 1991; ELSENHANS e CASPARY,
1987).

Vérios sdo os mecanismos implicados na homeostase glicémica, um destes
mecanismos diz respeito aos efeitos dos hormdnios incretinas glucagon-like peptide
(GLP-1) e glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP). As incretinas fazem
parte do eixo enteroinsular, sdo liberadas pelo trato gastrointestinal e potenciam a
acdo da insulina de forma dependente da glicose. No DM2 o efeito incretina esta
diminuido ou mesmo abolido, havendo diminuicdo da secrecao do GLP-1 e perda da
acdo glucoregulatéria do GIP. As incretinas sdo extensa e rapidamente degradadas
pela enzima dipeptidyl peptide protease 4 (DPP-4) ubiquitaria no organismo que
explica a semi-vida muito curta destes hormoénios (GIP: 5-7 min. e GLP: 1-2 min.).
Portanto o uso das incretinomiméticos e inibidores da DPP-4 sdo uma nova classe
terapéutica para o tratamento do diabetes, cujo mecanismo inclui o estimulo das
células beta para aumentar a sintese de insulina e a acdo nas células alfa do
pancreas reduzindo a producdo de glucagon. Este medicamento tem um potencial
meédio de reducédo da hemoglobina glicada, ndo causam hipoglicemia e apresentam
pouca intolerancia gastrointestinal. Os incretinomimétricos sao injetaveis e o0s
inibidores da DPP-4 sdo para uso oral. No entanto, apesar destes agentes terem

sido ja aprovados para o tratamento da DM2 pelas autoridades regulatérias, eles
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tém ainda um longo caminho a percorrer até que os estudos clinicos estabelecam
com mais certeza 0s seus reais benéficios, efeitos extra glicémicos, perfil de
seguranca e as vantagens e desvantagens face aos antidiabéticos orais
classicamente utilizados (SALEHI, AULINGER e D’ALESSIO, 2008; HOLST et al.,
2008; DE LEON et al., 2006; DEACON, 2005).

As plantas apresentam compostos com atividade inibitéria de enzimas, entre
0s quais estdo os polifendis e as glicoproteinas (TUNDIS et al., 2010). Por exemplo,
teaflavinas e catequinas presentes em chas verdes e pretos inibem a agéo da a-
glicosidase e da a-amilase in vitro (KOH et al., 2010). Neste contexto, McDougall e
Stewart (2005) destacam as antocianinas como bons inibidores de a-glicosidase.

Os efeitos dos polifendis sobre o controle glicémico podem ocorrer através da
inibicdo da atividade das enzimas a-amilase e da a-glicosidase (TADERA et al.,
2006; LO PIPARO et al.,, 2008), da inibicAo da absorcdo da glicose no intestino
(JOHNSTON, CLIFFORD, MORGAN, 2003, 2002), da protecdo das células- (KIM
et al., 2007), do aumento da secrecédo de insulina, do aumento da captacédo de
glicose pelos tecidos muscular (ZHANG et al., 2010) e adiposo (FANG; GAO; ZHU,
2008), da supressdo da enzima de gliconeogénese (WOLFRAM et al., 2006) e da
ativacdo da AMPK hepatica (COLLINS et al., 2007). Além disso, a alta capacidade
antioxidante dos flavonoides, em geral, também pode ser efetiva na reducdo do
estresse oxidativo e da progressdo e das complicacbes cronicas do diabetes

mellitus (SONG et al., 2005; KWON et al., 2006).
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1.2. Glicemia pés-prandial

Apos uma refeicdo, a elevacdo dos niveis de glicose sanguinea resultante é
contrabalanceada pela liberacdo de insulina em duas fases: uma mais rapida e
outra mais lenta, a qual tem como funcdo proporcionar atividade insulinica mais
prolongada (MILECH et al., 2001). O nivel de glicemia comeca a aumentar dez
minutos ap0s a ingestdo de alimentos, atinge os seus valores maximos em 30
minutos e habitualmente retorna aos niveis basais em 120 minutos (BRAND-
MILLER et al., 2009; GROSS; FERREIRA; OLIVEIRA, 2003).

Eventos pés-prandiais, incluindo a glicemia pos-prandial, tém sido apontados
como indicadores de risco cardiovascular e como fatores limitantes importantes para
se atingir o bom controle metabdlico em pacientes diabéticos (JOSSE et al., 2007).
Estudos tém demonstrado que um dos problemas do controle primario da glicose
em pacientes com DM2 encontra-se nos niveis de glicose poOs-prandial. Dessa
forma, os esforcos sdo dirigidos para o controle dietético, que constitui a base da
terapia desses pacientes. Entretanto, nem mesmo a rigida obediéncia a dieta
alimentar é capaz de impedir a hiperglicemia pés-prandial a longo prazo em muitos
desses pacientes. Nos pacientes com DM2, a resposta pos-prandial anormal &
causada por alteracbes na secrecdo da insulina, pela utilizagcdo periférica
inadequada de glicose (resisténcia insulinica) e pela inabilidade de supresséo
adequada da producéo de glicose hepatica (MILECH et al., 2001).

Os efeitos dos polifendis presentes na dieta sobre a glicemia pés-prandial tém
sido investigados em estudos com animais e com humanos. A estratégia utilizada
para avaliar tais efeitos em animais consiste em isolar ou purificar os compostos

fendlicos. Por exemplo, o uso de uma fracdo de compostos fendlicos da acerola,



26

contendo antocianinas, apos a administracdo de maltose ou glicose, reduziu
significativamente a glicose plasmatica em camundongos, indicando que houve
inibicdo da a-glicosidase (HANAMURA et al., 2006). Em estudo realizado por
Johnston, Clifford e Morgan (2002) apos a ingestdo de 400 mL de suco de maca
contendo polifendis e 25 g de glicose, observou-se reducdo significativa da
concentracdo de glicose sanguinea (t = 15 e 30 min) em relacdo ao controle. Em
outro estudo, uma fase de absorcgao intestinal de glicose mais longa foi observada,
através da andlise do perfil do hormonio gastrointestinal GLP-1, apds o consumo de
400 mL de café contendo 350 mg de acido clorogénico (JOHNSTON; CLIFFORD;
MORGAN, 2003).

Resultados prévios obtidos em nosso laboratorio (GONCALVES et al., 2010)
mostraram que diversos frutos nativos brasileiros da Amazobnia, Mata Atlantica e
Cerrado, ricos em antioxidantes fendlicos, sdo capazes de inibir in vitro as enzimas
do metabolismo de carboidratos. Esses dados, em conjunto, justificam a ampliacao
dos estudos sobre essas frutas. A literatura cientifica apresenta numerosas
evidéncias do potencial dos compostos fendlicos em reduzir a digestdo e a
absorcdo de carboidratos e de promover a reducao dos episodios de hiperglicemia

pos-prandial.
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1. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar o efeito de sucos clarificados de frutas nativas brasileiras sobre a
glicemia pés-prandial em seres humanos apos o consumo de pao branco

(aproximadamente 55 g);

Caracterizar os sucos clarificados das frutas nativas brasileiras em relagéo ao
conteudo de fibras totais, aclUcares totais, sélidos soluveis e totais, pH, acidez
total, fendlicos totais, proantocianidinas, taninos totais, elagitaninos,

flavonoides e capacidade antioxidante in vitro;

Estudar o efeito dos compostos fendlicos purificados a partir dos sucos
clarificados de frutas nativas brasileiras sobre as enzimas a-amilase e a-

glicosidase in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

As frutas e as polpas congeladas, prontas para o consumo, foram adquiridas
em trés estabelecimentos comerciais no Brasil: na CEAGESP, no Sitio do Bello (Sao
Paulo, Brasil) e na Cupuama® - Cupuacu do Amazonas Comercio, Industria e
exportacdo Ltda (Amazonas, Brasil). Foram estudadas as seguintes frutas: a
jabuticaba (CEAGESP - adquirida fresca em 06/07/2011), a polpa congelada do
camu-camu (Cupuama — data de fabricacdo: 08/03/2011), a polpa congelada do
cupuacu (Cupuama — data de fabricacdo: 20/03/2011), o maracuja-alho (EMBRAPA
— adquirido fresco em 12/11/2010), o cambuci (Sitio do Bello — adquirido fresco em
20/05/2011), a polpa congelada da cagaita (Sitio do Bello — data de fabricacao:
05/12/2010) e a polpa congelada do aracé (Sitio do Bello — data de fabricacao:
20/04/2011).

A clarificacdo, processo que torna o suco limpido, fez-se necesséria para a
eliminacdo da fracdo fibra destes sucos, jA que, sabidamente, as fibras solUveis
como o f-glucano, pectina, inulina e goma-guar diminuem absorcdo dos
carboidratos da dieta se administrados em doses suficientes, reduzindo a glicemia
pos-prandial (SLAVIN, 2005; ANDERSON et al., 2004). Desta forma pdde-se avaliar

o efeito isolado dos compostos fenolicos na glicemia pés-prandial.
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3.2. Métodos

3.2.1. Composicéao centesimal

3.2.1.1. Determinacdo de so6lidos totais. Amostras de aproximadamente 5 g de
suco clarificado, em triplicata, foram pesadas em cadinhos de aluminio, previamente
tarados, e colocadas em estufa a 105 °C por 24 horas. Os dados foram expressos

em g por 100 mL de suco clarificado.

3.2.1.2. Determinacdo de solidos soluveis. O teor de sdlidos soluveis foi
determinado por refratometria, utilizando-se um refratometro digital (REICHERT

ANALYTICAL INSTRUMENTS). Os resultados foram expressos em ©° Brix.

3.2.1.3. Determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH). O pH dos sucos
clarificados foi determinado utilizando-se um potenciémetro digital (HANNA

INSTRUMENTS) calibrado com solu¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0.

3.2.1.4. Determinacdo de acucares totais. Os acucares totais foram determinados
segundo a metodologia descrita por Dubois et al. (1956) e modificada por Johnson
et al. (1966) utilizando espectrofotdbmetro (HITACHI mod.U-1100). As leituras foram
feitas em comprimento de onda de 490 nm. Para obtencdo da curva padrdo, foram

utilizadas solugdes de glicose (1%) em agua.

3.2.1.5. Determinacdo da acidez total titulavel. A acidez total titulavel foi
determinada segundo a técnica descrita pela (AOAC, 1995), por titulometria

utilizando-se 10 mL de suco. A titulacdo foi feita com uma solucdo de NaOH 0,5 M e
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usando fenolftaleina (1%) como indicador, sendo o resultado expresso em g de

acido citrico por 100 mL de suco.

3.2.1.6. Determinacdo de fibras totais. As fibras totais foram determinadas
segundo o método descrito pela AOAC (AOAC, 1995). Em um recipiente foram
misturados suavemente 0,5 g de amostra seca e 25 mL de agua. O recipiente foi
posteriormente envolvido em papel aluminio e incubado a 37 °C por 90 minutos.
Apés a incubacédo, 100 mL de etanol foram adicionados e a mistura permaneceu em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente (25 °C). A mistura foi filtrada a vacuo
(filter aid - CELITE) e o sedimento recolhido em cadinho previamente pesado. O
sedimento foi lavado 2 vezes com 20 mL de etanol (78%), 2 vezes com 10 mL
etanol e 1 vez com 10 mL de acetona. Apés a lavagem, o conjunto (cadinho e
sedimento) foi colocado em estufa a 105 °C por 2 horas. Apés o resfriamento em
dessecador, efetuou-se a pesagem. Uma parte do sedimento foi colocada em mufla
a 525 °C por 5 horas para determinagao de cinzas, resfriada e pesada. A outra parte
do sedimento foi utilizada para determinacdo do teor de proteinas pelo método de

micro Kjeldahl usando o fator %N x 6,25.

{Pr —[(P + A) x Pr]}
% = 100 x 100

Ps

Onde:

Pr = mg residuo

P = % proteina

A = % de cinzas no sedimento

Ps= mg amostra
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3.2.1.7. Composicdao mineral. Os teores dos seguintes minerais foram
determinados para definir a composicdo mineral das frutas e polpas comerciais
estudadas: sodio, nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, magnésio, enxofre, boro,
zinco, ferro, manganés, cobre e selénio. Para a quantificacdo destes minerais, as
amostras, inicialmente, foram submetidas a um processo de digestao acida por 24
horas. A quantificacdo de sbédio e potassio foi realizada por fotometria de emisséo
de chamas, e os demais minerais por espectrofotometria de absorcdo atdmica

(MALAVOLTA, VITTI e OLIVEIRA, 1997).

3.2.2. Determinacao dos teores de taninos totais. O contetdo de taninos totais foi
determinado espectrofotometricamente de acordo com o método de Hagerman e
Butler (1978). O ensaio é baseado na precipitacdo com albumina de soro bovino
(BSA). Os extratos metandlicos diluidos adequadamente (1 mL) foram misturados
com 2 mL de BSA (1 mg/mL) e deixados em repouso por 15 minutos. Apos
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi dissolvido em 4 mL
de uma solucdo de dodecil sulfato de sodio. Em seguida, 1 mL do reagente de
cloreto férrico foi adicionado. Ap6s 20 minutos, procedeu-se a leitura das
absorbancias a 510 nm utilizando-se espectrofotdmetro de microplaca Benchmark
Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Os resultados foram expressos em mg

acido tanico por 300 mL de suco clarificado.

3.2.3. Quantificacdo das proantocianidinas — Método do butanol acidificado. O
método do butanol acidificado utilizado para a quantificacdo das proantocianidinas
foi o método cromogénico descrito por PORTER et al. (1986). Inicialmente, foi

preparada uma solucdo de n-butanol e acido cloridrico concentrado na proporgcao
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3:2, e, depois, 77 mg de sulfato de ferro hidratado (FeSO4-7H,0) foram dissolvidos
em meio litro desta solugdo. E, seguida, uma aliquota de 2,5 mL desta solucédo foi
adicionada a 250 pL do suco devidamente diluido em um tubo de ensaio. A curva
padrao foi preparada com tanino de quebracho (QT, Unitan, Buenos Aires,
Argentina) utilizando-se concentracdes entre 0 e 2,4 mg/mL. Os tubos foram
tampados e permaneceram em banho a 95 °C por 15 minutos; entdo, apos leve
agitagcéo, sua absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 540 nm em cubeta de
vidro (caminho 6tico de 1 cm). A concentracdo de proantocianidinas foi calculada
com base na curva padrédo e expressa em g equivalentes de tanino quebracho por

300 mL de suco clarificado.

3.2.4. Determinacdo da capacidade redutora do Folin-Ciocalteu e teor de
fendlicos totais. Foi realizada de acordo com Singleton et al., 1999 com
modificacbes (GENOVESE et al, 2003), utlizando-se 0,25 mL dos sucos
clarificados ou diluicdo adequada dos mesmos, adicionados 2 mL de agua destilada
e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apés 3 minutos a temperatura ambiente,
foram adicionados 0,25 mL de solucao saturada de carbonato de sédio, e os tubos
foram colocados em banho a 37 °C durante 30 minutos para desenvolvimento de
cor. A absorbancia a 750 nm foi determinada em espectrofotdmetro (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech) e a capacidade redutora do Folin-Ciocalteu foi expressa como
equivalente de catequina. O teor de fendlicos totais foi determinado descontando a
participacéo de vitamina C da capacidade redutora do Folin-Ciocalteu. Os resultados
obtidos foram expressos como mg equivalente de catequina por 300 mL de suco

clarificado.
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3.2.5. Determinacao da capacidade antioxidante in vitro

3.2.5.1. Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). A capacidade
antioxidante foi determinada através da reducdo do radical estdvel DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila, SIGMA) do meio de reagao pelos antioxidantes presentes na
amostra (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Foi preparada uma solucdo metandlica
de DPPHe- (0,05 mM) de forma a apresentar aproximadamente 0,4 de absorbancia
em 517 nm de comprimento de onda. As determinacdes foram realizadas em
microplaca de poliestireno com 96 cavidades (COSTAR) para uso em comprimento
de onda entre 340 e 800 nm. Em cada cavidade foram adicionados 200 pL da
solugdo de DPPHe, 40 uL de agua para o controle, o0 mesmo volume para solucao
padrdo de Trolox e para as amostras de suco adequadamente diluidos, quando
necessario. Foram efetuadas leituras de absorbancia a 517 nm no tempo zero e
apos 20 minutos, utilizando-se de espectrofotbmetro de microplaca (BIOTEK, mod.
Synergy H1) a 25 °C. Os célculos foram efetuados com o auxilio da seguinte

férmula:

% descoloragéo do DPPH = [1 — (A amostra — A branco da amostra) x 100]

A branco do ensaio DPPH
Onde:
A amostra = absorbéancia da amostra a 517 nm;
A branco da amostra = absorbancia do branco da amostra a 517 nm;

A branco do ensaio DPPH = absorbancia do branco do ensaio DPPH a 517 nm.
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A curva padrdo foi preparada com uma solucdo de Trolox em diferentes
concentracOes e suas respectivas porcentagens de descoloramento. Os resultados

foram expressos em mmol equivalente de Trolox por 300 mL de suco clarificado.

3.2.5.2. Determinacao do poder redutor do ferro — método FRAP. A capacidade
antioxidante pelo método FRAP foi determinada de acordo com Benzie e Strain
(1996), com modificagdes. O reagente FRAP foi preparado na proporcao 10:1:1 com
as seguintes solucdes: (a) tampdao de acetato de sddio (Dinamica)- 300 mM, pH 3,6;
(b) solucdo de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ, Flucka chemical suisse) em &cido
cloridrico (VETEC) 40 mM - 10 mM e (c) solucao de cloreto férrico (Synth) - 20 mM.
O reagente foi preparado no momento da analise. Como padréo, foi utilizado o
reagente acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (TROLOX, Flucka
chemicals suisse) em concentragbes de 50 a 400 uM. A leitura da absorbancia foi
feita a 593 nm. Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de Trolox por

300 mL de suco clarificado.

3.2.5.3. Capacidade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio (ORAC). A
capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio foi determinada de acordo com
Davalos et al. (2004), com modificacdes. As amostras devidamente diluidas, o
controle e a curva padrdo de TROLOX (0,002 M) foram misturados com 150 pL de
uma solucéo de fluoresceina (40 nM) e incubados a uma temperatura de 37 °C por
15 minutos antes da adigdo de 25 uL da solugao do radical peroxila 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) (153 mM), que da inicio a reacdo. A
intensidade de fluorescéncia (485 nm - excitacdo/520 nm - emissao) foi verificada

em espectrofotbmetro de fluorescéncia (BIOTEK, mod. Synergy H1) a cada 1
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minuto, durante 80 minutos. A capacidade antioxidante foi determinada pela curva
resultante da perda de fluorescéncia da fluoresceina versus a concentracdo de
TROLOX (entre 6,25 pM 100 pM), e os resultados foram expressos em mmol

equivalentes de Trolox por 300 mL de suco clarificado.

3.2.6. Determinacao de flavonoides e acido elagico por CLAE

3.2.6.1. Obtencdo dos extratos para andlise de flavondides e acido elagico
livre. A identificacdo e quantificacdo de flavondides e acido elagico livre foi feita de
acordo com Arabbi et al. (2004). Uma aliquota de 5 mL de cada amostra de suco foi
passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.,
Alemanha), preparada em seringa propria de 6 mL (HPLC Technology). As colunas
foram pré-condicionadas pela passagem de 20 mL de agua e a eluicdo dos
flavonoides foi feita com 50 mL de metanol. Em seguida, ocorreu a eluicao do acido
elagico livre, com o uso de 50 mL de metanol:aménia (99,5:0,5). Foi utilizado o
Manifold Visiprep 24 DL (SUPELCO, Bellefonte, USA). Apds a secagem completa,
através de rotaevaporacao, as amostras foram ressuspensas em 1 mL de metanol e
filtradas utilizando-se filtros de polietleno com membrana de politetrafluoretileno
(PTFE) de 0,22 pm (MILLIPORE). As extracdes foram realizadas em duplicata e a
quantificacdo dos flavondides e do acido elagico livre presentes nos diferentes

sucos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.2.6.2. Obtencdo dos extratos para andlise de acido elagico total. A
determinacdo de acido elagico total foi realizada de acordo com as condi¢des
otimizadas por Pinto et al. (2008). As amostras foram extraidas com acetona aquosa

80%, o extrato foi colocado em banho de 37 °C sob N, até secagem (Evaporador
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Analitico Organomation, Berlin, MA) e hidrolisado em acido trifluoroacético 2N em
metanol, a 120 °C durante 90 minutos. Apdés a hidrélise, os extratos foram
novamente seco sob N, e os residuos foram ressuspendidos em metanol grau
CLAE e filtrados com filtros de polietieno com membrana PTFE (Millipore Ltd.,

Bedford, MA) de 0,22 [Im de poro para posterior analise por CLAE.

3.2.6.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A analise dos
flavonoides foi realizada usando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia mod. HP
série 1100 (HEWLETT PACKARD) equipado com detector de arranjo de diodo
(DAD) (HEWLETT PACKARD). Foi usada uma coluna Prodigy 5p ODS(3) 250 x
4,60 mm (PHENOMENEX Ltd, Reino Unido). Foi utilizado um gradiente de solventes
constituido por A: Agua: Tetrahidrofurano:Acido trifluoroacetico (98:2:0,1) e B:
Acetonitrila nas seguintes condi¢des de eluicdo: 2 min — 17% B; 7 min - 25%; 15 min
- 35% B; e 20 min - 50% B (ARABBI et al, 2004). Para a limpeza da coluna, a
proporcdo de B foi aumentada para 90% e, em seguida, para o reequilibrio da
mesma, as condi¢des iniciais foram retomadas por 10 min. A identificagéo foi feita a
partir dos tempos de retencdo e dos espectros. As amostras foram injetadas em

duplicata. Os resultados foram expressos em mg por 300 mL de suco clarificado.

3.2.7. Determinacédo do teor de &cido ascoérbico. As andlises do acido ascérbico
(AA) foram realizadas segundo Rizzolo, Forni e Poleselo (1984), com modificac¢des.
As amostras foram homogeneizadas com solucdo de acido acético a 0,1% em
proporcao 1:10. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado em membrana
MILLIPORE de 0,45 um, e diluido 1 vez com &cido acético para a analise do AA e

com ditiotreitol (DTT) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, EUA) 0,5 M para a analise do
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acido ascoérbico total (AT). As amostras foram analisadas em cromatografia liquida
de alta eficiéncia utilizando uma coluna C18 (uBondapak, 300 mm de comprimento
e porosidade 10 um). A fase mével era composta por A: acetonitrila com &cido
aceético (0,1%) e B: acido acético 0,1% em agua, e o fluxo adotado foi de 1,5
mL/min. A curva padrao foi obtida com padrao de AA (10 - 100 pg/mL). A detecgao
foi realizada com detector de UV a 254 nm e os resultados expressos como mg

acido ascorbico por 300mL de suco.

3.2.8. Determinacdao da atividade inibitoria da a-amilase e a-glicosidase in vitro.
3.2.8.1. Obtencao da fracdo fendlica dos sucos clarificados. A purificacdo dos
compostos fenolicos dos sucos foi realizada através da extracdo em fase solida
usando 1 g de poliamida e 1 g de C18 SPE (Solid-Phase Extraction - Supelco®)
preparada em seringa prépria de 6 mL (HPLC Technology). As colunas foram pré-
condicionadas pela passagem de 20 mL de agua e a eluicdo dos flavondides foi
feita com 50 mL de metanol. Em seguida, ocorreu a eluicdo dos acidos fendlicos,
com o uso de 50 mL de metanol:amoénia (99,5:0,5). Foi utilizado o Manifold Visiprep
24 DL (Supelco®). ApGs a secagem completa, através de rotaevaporacdo, as

amostras foram ressuspensas em 10 mL de agua deionizada.

3.2.8.2. Determinacgdo da atividade inibitoria da a-amilase in vitro. Este ensaio
foi baseado no método descrito por Ali et al. (2006) e verifica a capacidade de uma
amostra em inibir a producdo de maltose pela agcdo da enzima a-amilase sobre o
amido. Para tanto, foi preparada uma solucdo 0,5 mg/mL da enzima a-amilase
pancreatica suina (EC 3.2.1.1, tipo VI-A, Sigma Chemical Co.) dissolvida em tampéao

fosfato 0,2 M (pH 6,9). O substrato utilizado na reacéo foi amido de batata 0,5%
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(m/v), também dissolvido em tampéao fosfato 0,2 M, com breve aquecimento. Neste
ensaio, 40 uL do extrato, 160 pL de agua destilada e 400 pL da solucdo de amido
0,5% foram adicionados a um tubo de ensaio e incubados a 25 °C por 3 minutos. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de 200 pL de solucdo enzimatica em tempos
diferentes (0, 1, 2, 3 minutos). Uma aliquota de 200 pL da solucao obtida foi retirada
e adicionada em outro tubo de ensaio contendo 100 pL de solucdo de DNS (4cido
3,5-dinitrosalicilico 96 mM), o qual foi colocado imediatamente em banho a 85 °C.
Apés 15 minutos, a mistura foi retirada do banho e diluida com 900 uL de agua
destilada. A atividade da a-amilase foi determinada pela leitura a 540 nm em
microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambridge, MA) utilizando-se
espectrofotometro de microplaca (BIOTEK, mod. Synergy H1). O controle positivo
da reacédo representava 100% da atividade enzimética e foi conduzido da mesma
forma, utilizando 40 pL e &gua no lugar do extrato. Para o branco da reacdo, a
solucdo enzimatica foi substituida por agua destilada e o procedimento foi realizado
da mesma maneira descrita acima. No tempo zero, as amostras foram adicionadas
a solucédo de DNS imediatamente apds a adicdo de enzima. A producdo de maltose

foi calculada a partir da seguinte formula:

Producéo de maltose = Assonm (@mostra ou controle) - Assonm (branco)

Onde As4o representa a absorbancia referente a producdo de maltose do
controle ou do extrato. Através da absorbancia de maltose produzida, pode-se
calcular a porcentagem de maltose gerada pela equacéo da reta obtida pela curva
padrao.

A porcentagem de inibicdo de formacdo de maltose foi calculada a partir da

seguinte férmula:
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% inibicdo = 100 — [(% maltose produzida no extrato no tempo 3 minutos

% maltose produzida no controle no tempo 3 minutos) x 100]

Os resultados obtidos foram expressos em mL de suco / mL do meio de reacéo e
também em mg equivalente de catequina/mL do meio de reacdo necessarios para

inibir em 50% a formacao de maltose.

3.2.8.3. Determinacao da atividade inibitéria da enzima a-glicosidase in vitro.
Este ensaio foi baseado no método descrito por Watanabe et al. (1997) com
algumas modificacfes realizadas por Yamaki e Mori (2006) e verifica a capacidade
de uma amostra em inibir a producdo de glicose liberada na quebra do substrato
pela enzima. O substrato utilizado na reacdo foi o p-nitrofenil-a-D-glicosideo,
dissolvido em tampéo fosfato (pH 7,0). Foi realizada a extracdo do Intestinal acetone
powders from rat (11630- Sigma) 30 mg/mL em tampao fosfato (pH 7,0), sonicado
por 3 min. centrifugado por 10 min. a 8000 g, o sobrenadante foi utilizado como a-
glicosidase. Para o ensaio, 100 pL da solucédo enzimatica foram adicionados a 20 pL
de extrato em microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambridge,
MA), a qual foi incubada por 5 minutos a 37 °C. Apés incubacéo, foram adicionados
100 pL de substrato. Procedeu-se outra incubagao por 5 minutos a 37 °C. Foram
efetuadas leituras de absorbéncia a 405 nm no tempo zero e apds 10 minutos,
utilizando-se espectrofotdbmetro de microplaca (BIOTEK, mod. Synergy H1). Os
extratos foram adequadamente diluidos. Os célculos foram efetuados a partir da
seguinte férmula:

Abs 405 nm (controle) - AbS4os nm (@amost

e x 100
% inibicao ADbS,05 nm (controle)
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Onde Absos nm (controle) refere-se a absorbancia do controle a 405 nm e
Abso5 nm (@mostra) a absorbancia da amostra a 405 nm.

Os resultados obtidos foram expressos em mL/mL do meio de reagcao e
também em mg equivalente de catequina/mL do meio de reacdo necessarios para

inibir em 50% a formacao de glicose.

3.3. Determinacdo do efeito sobre a glicemia pés-prandial —= PROTOCOLO DE

ESTUDO

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario
(HU) da USP, com a ajuda da equipe técnica do HU na etapa da coleta de sangue,
para a qual foi utilizado material descartavel devidamente esterilizado. O projeto,
assim como o termo de consentimento livre e esclarecido, foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade de S&o
Paulo, registro CEP-HU/USP: 937/09 — SISNEP e pelo Comité de Etica em pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Parecer

CEP/FCF/166/2009, protocolo CEP/FCF/525 e CAAE: 0025.0.018.198-09) (Anexo).

3.3.1. Individuos e modelo experimental.

Os voluntarios participantes do estudo foram selecionados entre os alunos de
Pés-graduacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) e do Instituto de
Quimica (IQ) da USP. Os critérios de exclusdo foram: individuos diabéticos;
individuos com sobrepeso (IMC maior que 25); usuéarios de medicacdo para
tratamento de DM2; individuos em terapia de reposi¢cdo hormonal ou em tratamento

para reducdo da viscosidade do sangue; usuarios de suplementos
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vitaminicos/minerais ou antibioticos; fumantes; gravidas; portadores de desordens
do trato gastrointestinal; individuos com doenga hepatica; individuos com doenca
renal e portadores de disturbios de sangramento ou de hemofilia.

Os individuos foram submetidos ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
com 75 g de dextrosol apds jejum noturno de 12 horas. A insulina e glicemia em
jejum também foram avaliadas para determinacdo de resisténcia a insulina através
do indice HOMA (homeostasis model assement), calculado a partir dos niveis de
glicemia basal e insulinemia basal, segundo a féormula: insulina basal x glicemia
basal (mmol) / 22,5. Na véspera, foram orientados a ndo realizar atividade fisica
rigorosa e a evitar alimentos fontes de compostos fendlicos, tais como frutas
exoticas, chocolate, vinho ou outras bebidas alcodlicas entre outros alimentos.

A amostra do estudo foi iniciada com 26 individuos voluntérios (n=26), porém
1 individuo foi excluido (pré-diabético) e 2 individuos desistiram de participar do
estudo. Portanto, o numero total de participantes foi de 23 individuos (n=23). A
maior parte do grupo foi constituida de mulheres (17). Os voluntarios apresentavam
as seguintes caracteristicas: idade média de 29 + 6 anos (minima de 23 e maxima
de 43 anos), indice de massa corporal (IMC) de 24 + 3 Kg/m2 e pressao arterial

sistélica média de 110 + 12 mm Hg e pressao arterial diastolica 68 + 7 mm Hg.
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3.3.2. Refeicbes-teste

Cada refeicdo foi constituida de uma unidade de pé&o branco (pao francés de
aproximadamente 55 g £ 5,5 g) (MENEZES e LAJOLO, 2006) mais um copo de 300
mL de agua ou suco clarificado. As refeicbes foram dividias em duas categorias:
refeicdo com pao branco acompanhado de agua, sendo esta utilizada como
controle, e refeicdo com pao branco acompanhado de suco clarificado. As refei¢coes
foram ingeridas num intervalo de tempo maximo de 10 minutos. Durante todo o
periodo da coleta das amostras sanguineas, os individuos estudados foram
orientados a permanecer em repouso ha posi¢do de decubito dorsal, em ambiente

com temperatura de 22° Celsius.

3.3.3. Andlises de glicemia

Foram determinados os niveis de glicemia capilar utilizando-se glicosimetro
digital Accu-Chek® Performa (ROCHE) em t=0 (imediatamente antes do consumo
do pao), 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min apds o inicio da refeicdo-teste (Josse et al,.
2007). O sangue dos participantes foi coletado em tubos heparinizados. Para a
obtencdo do plasma, as amostras foram imediatamente centrifugadas a 1500 g
(4°C) por 15 min; o plasma separado foi armazenado a -80°C. Os resultados foram
expressos como media = desvio-padrdo. A area abaixo da curva de glicemia foi
calculada usando a regra trapezoidal para determinar a reducdo da resposta
glicémica. Foram analisadas as seguintes variaveis nas curvas de glicose: glicose
basal (GB), obtida em t=0 min; valor de pico da glicose (VPg), definido como sendo
0 maior valor acima do basal observado ap0s a ingestao da refeicdo e expresso em

mg/dL; incremento absoluto da glicose (Dg), definido como sendo a diferenga
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absoluta entre o valor maximo da glicose obtido apds estimulo (VPg) e o valor basal
(GB) e expresso em mg/dL (Dg = VPg-GB); incremento percentual da glicose (PIg),
definido como sendo a relagdo entre o incremento absoluto da glicose (Dg) e o valor
basal (GB), e expresso em termos percentuais (Plg = (Dg/GB) x 100); area total
abaixo da curva da glicose (ATG), definida como sendo a area abaixo da curva da
glicose até o eixo das abscissas, obtida através do célculo numérico da integral da
curva usando o software Graphpad Prism v. 50, e expressa em mg/dL.min;
velocidade de incremento da glicose (VIg), definida como sendo a relagéo entre o
incremento Absoluto da Glicose (Dg) e o tempo, em minutos, onde foi registrado o
valor de pico (TPG), e expressa em mg/mL min (VIP = Dg/tempo de pico). Nos
pacientes cujas curvas nao apresentaram incremento, ou que apresentaram valores
apos estimulo menores que o basal, o Dg, o PIG e a VIg foram considerados os

valores de glicemia mesmo que menores que o basal (CORREA et al., 2007).

3.4. Analise dos resultados. Os resultados foram analisados através da
comparacao das médias e desvio-padrdes dos valores obtidos para a triplicata de
analise. Para a analise dos resultados foi utilizado, tanto dos experimentos in vitro
como in vivo, foi utilizado o programa Statistica versdo 10.0 (STATSOFT,Tulsa,
EUA). A comparacdo das médias foi realizada por analise de variancia (ANOVA)
(P<0,05) e pelos testes LSD (least significant difference) e de Tukey (p<0,05) e as

correlagdes foram avaliadas segundo o teste de Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1. Preparo e caracterizagdo dos sucos

As frutas (ou polpas de frutas congeladas) foram adquiridas prontas para o
consumo, identificadas conforme Tabela 1. Os sucos clarificados foram preparados
homogeneizando-se a parte comestivel da fruta ou a polpa congelada em
liquidificador, seguido por centrifugacdo a 22770 g por 40 minutos. Inicialmente
foram testados os equipamentos de mixer, centrifuga e liquidificador domésticos,
sendo que os dois primeiros foram ineficientes na homogeneizacéo de algumas das
frutas avaliadas. Dessa forma, optou-se pela utlizacdo de liquidificador e as
condi¢cbes foram analisadas caso a caso. A seguir foram comparados filtro de papel
whatman n°6, filtro de papel Melitta® para café, rede de nylon e peneira para
obtencédo dos sucos clarificados, que, dada a sua ineficacia, foram substituidos por

centrifugagéo.
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Tabela 1. Classificacdo botanica das frutas utilizadas no estudo sobre o efeito dos

sucos clarificados de frutas nativas brasileiras sobre a glicemia pés-prandial.

Frutas Origem da fruta Familia Nome Cientifico
Cambuci (Fruto) Mata Atlantica Myrtaceae Campomanesia phaea (O.
Berg.) Landrum
Cagaita (Polpa) Cerrado Myrtaceae Eugenia dysenterica DC.
Maracuja-alho (Fruto) Cerrado Passifloraceae  Passiflora tenuifila Killip
. . Theobroma grandiflorum
Cupuacu (Polpa) Amazobnia Sterculiaceae (Willd. Ex Spreng) Schum
Camu camu (Polpa)  Amazonia Myrtaceae Myrciaria dubia Mc. Vaugh

Mata Atlantica e

Araca (Polpa) Amazodnia

Myrtaceae Psidium guineensis Sw.

Jabuticaba (Fruto) Mata Atlantica Myrtaceae Myrciaria cauliflora Berg.

Os teores de sdlidos soluveis e totais, acuUcares totais, fibras totais, pH e
acidez total dos sucos clarificados sao apresentados na Tabela 2. O teor de soélidos
totais variou de 2,72 (suco de maracuja-alho) a 9,36 (suco de jabuticaba) g por 100
mL de suco clarificado. O suco de jabuticaba também apresentou o maior teor de
sélidos soluveis (°Brix), 13,0, ao passo que o menor valor observado foi o do suco
de maracuja, 4,0. O coeficiente de correlagéo (r) entre essas duas variaveis foi 0,99.
Com relacdo ao pH e a acidez total titulavel, o suco de cambuci foi 0 mais &cido (pH
= 2,75 e a acidez total titulavel = 24,6 g eq. de acido citrico/100 mL de suco) e o
suco de maracuja o menos acido (pH = 5,06 e acidez total titulavel = 1,4 g eq. de
acido citrico/100 mL de suco). O teor de acucares totais variou de 1,3 (suco de
camu-camu) a 5,1 (suco jabuticaba) g eq.de glicose/100 mL de suco clarificado. Os

fatores de correlacdo entre solidos soluveis e aclcares totais e soélidos totais e
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acucares totais foram r = 0,91 e 0,92, respectivamente. Os sucos estudados nao

apresentaram fibras, evidenciando a eficiéncia da clarificagdo dos sucos.

Tabela 2. Teores de solidos soluveis, solidos totais, acuUcares totais, fibras totais,

acidez total e pH dos sucos clarificados das frutas nativas brasileiras estudadas.

Sélidos Sdlidos AclUcares Fibras  Acidez total
SUCOS sollveis totais totais totais titulavel y
Cambuci 78 £0° 594 +£0° 27 + 0° nd 246 * 03% 27 *
Cagaita 61 +0% 433 +0° 24 + 0% nd. 74 £ 01" 30 +
g’l'f]‘gac“jé' 40 0" 272 +09 16 + 0° nd 14 + 09 50 =
Cupuacu 79 +0° 568 +0° 29 + 0° nd 138 + 09 34 +
Camu-camu 53 +0° 39 *0' 13 + 0° n.d. 172 + 05¢ 28 =+
Araca 85 +0° 663 +0° 46 + 0° nud. 89 + 0° 40 =
Jabuticaba 130 +0* 936 +0® 51 * 0* nd 196 = 0° 32 =

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (triplicata). Médias na
mesma coluna com letras diferentes s&o significativamente diferentes (p < 0,05).
n.d. = ndo detectadas.

A composicao de minerais dos sucos estudados é exibida na Tabela 3. O teor
de fosforo variou de 7,1 (suco cambuci) a 31,0 (suco maracuja-alho) mg/300 mL de
suco e 0 potassio apresentou uma variagdo entre 219,5 (cagaita) e 662,3 (suco
aracd) mg/300 mL de suco. O suco de cambuci ndo apresentou teores de calcio, o
suco de jabuticaba apresentou os maiores teores de calcio, magnésio e enxofre. Os
teores de boro, zinco, cobre, ferro e manganés foram similares entre 0s sucos

estudados. O teor de sddio variou de 0,2 (suco cagaita) a 3,5 (suco araca) mg/300

mL de suco.
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Tabela 3. Teores de minerais dos sucos clarificados das frutas nativas brasileiras

estudadas, expressos em mg/300 mL de suco.

Minerais Sucos clarificados
(mg/300 mt) Cambuci  Cagaita M?;?ﬁgjé Cupuacu %Zmﬂ Aracd Jabuticaba
N 30,3 146,8 70,2 86,9 36,8 61,7 67,4
P 7,1 10,4 31,0 17,0 17,8 29,8 19,7
K 267,3 219,5 255,4 468,6 289,9 662,3 483,0
Ca 0 10,4 1,6 3,4 3,6 8,0 11,2
Mg 23,2 7,8 11,4 23,9 20,2 25,9 36,5
S 7,1 5,2 6,5 25,9 10,7 11,9 16,8
B 0,1 0,1 0,1 0,03 0,1 0,04 0,1
Zn 0,4 0,1 0,2 0,3 0,5 0,3 0,6
Fe 0,3 0,2 0,2 0,4 0,5 0,2 0,4
Mn 0,2 0,1 0,1 0,4 0,8 0,9 0,5
Cu 0,1 0,1 0,04 0,1 0,02 0,1 0,1
Na 2,2 0,2 1,0 0,2 2,7 3,5 0,3

A vitamina C foi detectada apenas no suco de camu-camu com concentragao
de 0,55 g de acido ascérbico/300 mL de suco clarificado. Os sucos clarificados
apresentaram uma grande variagdo no teor de fendlicos totais, entre 79 e 3891 mg
equivalentes de catequina por 300 mL de suco clarificado (Tabela 4). Dentre eles, o
suco com maior teor de fendlicos foi o de camu-camu, ao passo que 0S com
menores teores foram os sucos de maracuja-alho e cupuacgu. Os sucos de cambuci
e de araca ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os teores

de fendlicos totais.
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Os sucos clarificados apresentaram uma grande variagdo no teor de fenélicos
totais, entre 79 e 3891 mg equivalentes de catequina por 300 mL de suco clarificado
(Tabela 4). Dentre eles, o suco com maior teor de fendlicos foi o de camu-camu, ao
passo que 0s com menores teores foram os sucos de maracuja-alho e cupuagu. Os
sucos de cambuci e de aracd ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os teores de fendlicos totais. Em relagcdo aos elagitaninos, os
sucos derivados de Mirtaceas apresentaram contedado significativo destes
polifendlicos, ausentes em cupuacgu e maracuja. Coincidentemente, taninos totais —
determinados pela habilidade de precipitacdo com albumina de soro bovino,
também ndo foram detectados nestes sucos, apesar do elevado teor de

proantocianidinas.

Tabela 4. Teores de fendlicos totais, proantocianidinas e teor de taninos totais das

frutas nativas brasileiras estudadas.

Fenolicos totais Proantocianidinas Taninos totais  Elagitaninos

Sucos mg eq. catequina mg eq. de tanino mg eq. acido
clarificados 1300 mL (quebrarﬁrllo) / 300 tANico/300 mL mg/300 mL
Cambuci 507 + 5°¢ 504 + 4¢ 046 =+ 0,1° 11,85
Cagaita 313 + 5¢ 332 + 5 0,03 +0,1° 5,27
Maracuja-alho 79 + 1° 337 + 1' n.d. n.d.
Cupuacu 80 + 1° 403 + 09F° n.d n.d.
Camu-camu 3175 + 33° 910 + 26° 020 * 01° 8,9
Araca 514 + 12° 1480 + 18° 054 + 01° 8,22
Jabuticaba 1041 + 9° 1175 + 27° 066 + 012 23,82

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (triplicata). Médias na
mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05). n.d.
= nao detectados.
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Os resultados de capacidade antioxidante medida pelos métodos do DPPH’,
ORAC e FRAP (Tabela 5) mostram que os sucos de cupuacu e de maracuja-alho
foram os de menor capacidade antioxidante in vitro, ao passo que o do camu-camu,
seguido pelo de jabuticaba, foram os de maiores capacidade antioxidante. Houve
grande variacdo entre a capacidade antioxidante medida pelo método do DPPH’,
sendo que o suco de jabuticaba apresentou o maior potencial antioxidante (4,65
mmol eq. de trolox/300 mL de suco), e 0os sucos de maracuja-alho e de cupuagu 0s
menores (0,31 e 0,16, respectivamente). Os sucos de cambuci, cagaita e araca
apresentaram diferencas estatisticamente significativas quanto a sua capacidade

sequestradora do DPPH".

Tabela 5. Capacidade antioxidante dos sucos de frutas nativas brasileiras através
dos métodos de capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC),
capacidade sequestradora do radical estdvel DPPH e determinacdo do poder
redutor do ferro (FRAP).

ORAC DPPH FRAP

Sucos clarificados mmol eq. Tr(;TI]oTIOBEOqu.mL umol eq. Trolox/300
Trolox/300 mL suco SUCO mL suco

Cambuci 29 + 0,08% 204 +0,03° 2,28 + 0,06 °
Cagaita 3,1 + 0,06 1,18 + 0,01 ¢ 1,02 + 0,01 °
Maracuja-alho 26 + 001% 0,31 +0,01' 0,54 + 0,01 °°
Cupuagu 25 + 0,1° 0,16 + 0,01 0,27 + 0,01 °
Camu-camu 19,2 + 044° 2,48 + 0,15° 17,07 + 0,69 °
Araca 52 + 0,06° 1,45 + 0,03 ¢ 1,85 + 0,12 ¢
Jabuticaba 76 £ 02° 4,65 + 0,04 ° 2,04 + 0,07 °

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (triplicata). Médias na
mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05).
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No ensaio pelo método FRAP, o potencial antioxidante de uma amostra €
estimado pela habilidade dela em reduzir o complexo TPTZ-Fe (lll) para o complexo
TPTZ-Fe (Il). A partir da Tabela 5, observa-se que os sucos apresentaram grande
variacdo do poder antioxidante de reducao do ferro, entre 0,27 (suco cupuacgu) e
17,07 (suco camu-camu) umoles eq.de trolox por 300 mL de suco. O suco de maior
poder antioxidante foi o de camu-camu. As diferengcas entre 0s potenciais
antioxidantes dos sucos de cambuci, aracd e jabuticaba e entre os sucos de
maracuja-alho e cupuacu nado foram significativamente diferentes (p<0,05).

O potencial antioxidante medido pelo método ORAC também variou
consideravelmente, entre 2,5 (cupuacu) e 19,2 (camu-camu) mmoles equivalentes
de trolox por 300 mL de suco (Tabela 5). Os valores de capacidade de absorcéo de
radicais de oxigénio (ORAC) dos sucos de cambuci, cagaita, cupuagu e maracuja-
alho ndo mostraram diferenca significativa (p<0,05). Contudo, os sucos de camu-
camu, araga e jabuticaba, diferiram significativamente (p<0,05).

De modo geral, os trés métodos de determinacao da capacidade antioxidante
permitiram a obtencédo de resultados similares. O coeficiente Pearson (Tabela 6)
mostrou elevada correlacéo entre o teor de fendlicos totais, FRAP e ORAC, mas néo
foi observada correlacéo significativa entre o teor de taninos totais e a capacidade

antioxidante in vitro.
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Tabela 6. Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) entre os métodos empregados
para determinacdo da capacidade antioxidante e compostos fendlicos dos sucos

clarificados de frutas nativas brasileiras estudadas.

Fenéli.cos Proantocianidinas Tanin.os DPPH FRAP ORAC
totais totais

Fendlicos totais 0,36 0,27 0,86 0,97 0,99
Proantocianidinas 0,36 0,38 0,61 0,24 0,40
Taninos totais 0,27 0,38 0,42 0,10 0,21
DPPH 0,86 0,61 0,42 0,76 0,85
FRAP 0,97 0,24 0,10 0,76 0,96
ORAC 0,99 0,40 0,21 0,85 0,96

A Tabela 7 exibe o perfil de compostos fenélicos dos sucos das frutas nativas
brasileiras estudadas. Nos sucos de cambuci, cagaita, camu-camu, araca e
jabuticaba, foram identificados o acido elagico livre e a quercetina. O &cido siringico
foi detectado nos sucos de cambuci, cagaita, camu-camu e araca. Derivados de
acido elagico foram detectados em maior concentracdo no suco de jabuticaba,
seguido pelos sucos de camu-camu, cambuci, araca e cagaita. A proantocianidina
Bl e a catequina foram encontradas em maiores quantidades no suco de araca do
gue no suco de cupuacu. Hipoaletina-3-metil éter-8-O-b-D-glucoronideo, hipoaletina-
8-0-b-D-glucoronideo, isoscutelareina-8-O-b-D-glucoronideo foram detectados
apenas no suco de cupuacu. A cianidina 3-glicosideo foi detectada apenas no suco
de jabuticaba. Os unicos flavonoides detectados no suco de maracuja-alho foram a

homorientina e a isovitexina.
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Tabela 7: Composicéo e teores de compostos fenolicos dos sucos clarificados das
frutas nativas brasileiras determinados através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE/DAD).

Sucos clarificados (mg/300 mL de suco clarificado)

Compostos
fendlicos Cambuci Cagaita Maracuja Cupuacu Camu- Araca Jabuticaba
-alho camu

Ac. Siringico 8,78 11,1 - - 3,5 2,85 -
Quercetina 0,56 1,19 - - 1,37 0,13 1,60
Catequina - - - 1,43 - 6,67 -
Epicatequina - - - 3,22 - - -
Caempferol - 0,20 - - - - -
Ac. Elagico livre 2,15 0,59 - - 12,1 - 24,62
Ac. Eléagico total 14,0 5,86 - - 21,0 8,22 48,44
Miricetina - - - - 1,83 - -
Proantocianina i i ) 0.32 i 3.20 i
Bl
Cl_anlqlna 3- i i ) ) i i 44,01
glicosideo
Hipoaletina-3'-
metil éter-8-8-0O- i i i 0,014 i i i

b-D-
glucuronideo

Hipoaletina-8-O-

b-D- - - - 0,0038 - - -
glucuronideo

Isoscutelareina-

8-0O-b-D- - - - 0,0060 - - -
glucuronideo

Homorientina - - 23,30 - - - -

Isovitexina - - 6,93 - - - -
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4.2. Efeito dos compostos fendlicos purificados na atividade enzimatica da a-

amilase e da a-glicosidase.

A atividade da a-amilase € avaliada através da formacdo de maltose
resultante da acdo dessa enzima sobre o amido presente no meio. A maltose, um
dissacarideo formado por duas moléculas de glicose (ligagdo a-1,4) reduz o DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) formando um produto de cor -caracteristica cuja
absorbancia méaxima é determinada a 540 nm. Dessa forma, os acUcares, vitaminas
e minerais presentes nos sucos clarificados foram eliminados e um extrato aquoso
rico em compostos fendlicos foi obtido através de extragdo em fase solida. Para esta
purificacéo foi utilizado a resina de poliamida e a de C18, a primeira (Poliamida)
permite avaliar o efeito dos flavondides e acidos fendlicos, pois esta resina retém os
taninos presentes na amostra de forma irreversivel (GUSTAVSON, 1954). A
segunda resina (C18) permite a avaliagcdo dos taninos presentes na amostra, além
dos flavonodides e acidos fendlicos, de modo a ter uma maior similaridade com o
suco na sua forma bruta.

Todos os sucos foram capazes de inibir a atividade enzimatica tanto da a-
amilase quanto da a-glicosidase, em ambos extratos (Poliamida e C18). Entretanto,
0s compostos fendlicos de cambuci, cagaita, camu-camu e araca foram os mais
eficientes na inibicdo da a-amilase. Igualmente, os fendlicos de cambuci, cagaita,
cupuacu e araga foram mais efetivos na inibicdo da atividade da a-glicosidase. O
suco de maracuja-alho apresentou a menor reducdo da atividade de ambas as
enzimas, além de similaridade em relacdo aos extratos (Poliamida e C18), o que
pode ser justificado pela auséncia de taninos totais e elagitaninos no maracuja-alho

(Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito inibitorio dos compostos fendlicos purificados a partir dos sucos

clarificados, sobre a atividade da enzima a-amilase.

a-amilase

Sucos Poliamida* C18*

ICso (ug eq. ICsp .- ICso (|..lg €qg. ICsp.-

catequina/mL) mL suco catequina/mL) mL suco
Cambuci 1,24 + 0,02' 0,73 0,49 + 0,0’ 0,29
Cagaita 0,78 + 0,02° 0,75 0,21 + 0,0° 0,20
Maracuja-alho 2,89 + 0,03° 11,02 2,86 £+ 0,0% 10,90
Cupuagu 2,50 + 0,11° 9,40 201+ 00° 7,56
Camu-camu 4,65 + 0,05° 0,44 0,56 + 0,0¢ 0,05
Aracé 423 + 0,01° 2,47 0,30 + 00" 0,18
Jabuticaba 7,28 + 0,02° 2,10 1,30 £+ 0,0° 0,37

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (Triplicata). Médias na
mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p< 0,05).

* Compostos fendlicos obtidos por extracdo em fase sélida em coluna de poliamida
ou coluna de C18.

O efeito inibitério da atividade da enzima a-glicosidase pelos compostos
fendlicos de todos os sucos estudados, excetuando-se o suco de jabuticaba, foi
maior que o da acarbose que demonstrou um IC50 de 3,8 pg de acarbose/mL
(Tabela 9).

E necessario um maior volume de suco clarificado de maracuja-alho e
cupuacu para obter a concentracdo de compostos fendlicos necesséaria para a
inibicAo de ambas as enzimas. Por outro lado, o volume de suco de camu-camu

necessario para obter a concentracao de fendlicos capazes de inibir as enzimas a-

amilase e a-glicosidase & o menor dentre todos 0s sucos estudados.
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Tabela 9. Efeito inibitorio dos compostos fendlicos purificados a partir dos sucos

clarificados, sobre a atividade da enzima a-glicosidase.

a-glicosidase

Sucos Poliamida* ci18*

ICs0 (ug e€qg. ICsp. ICso (|..lg €qg. [Cso.

catequina/mL) mL suco catequina/mL) mL suco
Cambuci 20+ 03 1,18 1,1 + 0,0’ 0,65
Cagaita 1,4+ 02° 1,34 1,0 + 0,0°¢ 0,96
Maracuja-alho 26+ 0,0° 9,01 24+ 0,0° 9,15
Cupuagu 21+ 00 7,89 16 + 0,0 6,02
Camu-camu 67+ 00° 0,63 27+ 00° 0,26
Araca 36+ 01° 2,10 1,3+ 00° 0,76
Jabuticaba 87+ 04° 2,51 10,7 + 0,0° 3,08

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (Triplicata). Médias na
mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p< 0,05).
* Compostos fendlicos obtidos por extracdo em fase sélida em coluna de poliamida

ou coluna de C18.

4.3. Efeito dos sucos clarificados sobre a glicemia pés-prandial

A glicemia basal foi similar em todos os testes, com um valor médio de 86 + 6

mg de glicose/dL. A carga de glicose ofertada aos voluntarios consistia de uma

unidade de pao branco tipo francés com aproximadamente 55 + 5,5 g, contendo

aproximadamente 21 + 1,5g de carboidratos disponiveis, de acordo com a Tabela

brasileira de composicdo de alimentos — FCF/USP (GIUNTINI, LAJOLO e

MENEZES, 2006).

Em comparacdo com o controle, todos os tratamentos resultaram na reducao

da concentracdo de glicose sanguinea maxima, exceto o tratamento com o suco de

maracuja-alho, cujo perfil glicémico foi muito similar ao do controle. O suco de
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cagaita apresentou a maior reducdo sobre a curva glicémica poés-prandial quando
comparado ao controle e aos demais sucos. Nos tratamentos com 0sS sucos de
cambuci e de araca, observou-se uma reducdo acentuada da resposta glicémica
com relacéo ao controle. O tratamento com o suco de camu-camu reduziu a ATG.
Os sucos de cupuagu e de jabuticaba, por outro lado, resultaram em uma leve
reducdo da resposta em comparacgao com o controle.

As concentracdes de glicose sanguinea maximas em t =15, 30 e 45 min apos
o0 inicio da refeicdo com o suco de cambuci demonstraram diferenca significativa
(p<0,05) com relacdo ao controle. O tratamento com este mesmo suco também
resultou em uma reducdo acentuada da ATG. As concentragcbes de glicose
sanguinea maximas em t =30, 45 e 60 min apds o tratamento com o suco de cagaita
mostraram diferenca significativa (p<0,05) com relacdo ao controle. A ATG também
apresentou reducdo acentuada ap0s o tratamento com este suco. Entretanto, os
sucos de maracuja-alho, cupuagu e jabuticaba nao levaram a reducdes das
concentracdes de glicose sanguinea maximas estatisticamente diferentes (p<0,05).
Observa-se que houve diferenca significativa (p<0,05) entre as concentracfes de
glicose sanguinea maxima nas curvas da refeigdo-teste com suco de camu-camu e
da refeicdo controle em t = 30 min. As concentracfes de glicose sanguinea maxima
obtida apos o consumo da refeicdo-teste com suco de araca e da refeicdo-controle
foram estatisticamente diferentes (p<0,05) em t = 30 e 45 min. Também houve

atenuacdo da ATG durante praticamente todo o periodo de estudo (Figura 2).
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Figura 2: Glicemia p6s prandial nos t = 0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos das
refeicOes testes: pao + sucos clarificados (300 mL) identificados na Tabela 1 e do
controle: pao + agua (300 mL). Média + desvio padrédo (n = 23). O asterisco indica

diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
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Os sucos de camu-camu e cambuci foram capazes de promover a
manutencdo da concentracdo de glicose sanguinea (TPg), ou seja ndo causou
aumento nem reducdo brusca da glicemia pos-prandial em comparagdo com 0s
outros teste. Os sucos de cambuci, cagaita e aracd apresentaram as menores
concentracfes de glicose sanguinea maximas quando comparado as do controle

(Tabela 10).

Tabela 10. Valores de glicose basal (GB), tempo de pico glicEmico (TPg) e valor de
pico da glicose (VPg), apés consumo de um pao branco (tipo francés) e 300 mL de

suco clarificado ou agua (controle).

GB TPg VPg
Tratamentos
mg de glicose/dL Minutos mg de glicose/dL
Controle 86 + 6° 37 £+ 9° 129 + 19°
Suco cambuci 84 = 7° 65 + 27° 111 + 14°°
Suco cagaita 87 +9° 50 + 35% 101 + 11°
Suco maracuja-alho 86 + 8% 43 + 18% 127 + 2431
Suco cupuagu 90 * 7° 49 + 26% 123 + 19°*%¢
Suco camu-camu 87 + 7° 62 + 22° 117 + 17°®P°d
Suco araca 86 + 7° 45 + 24° 113 + 17P°d
Suco jabuticaba 87 + 8° 50 + 21 122 + 18°%°¢

Resultados expressos na forma de média + desvio padrédo (n = 23). Médias na
mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Na Figura 3, os valores de ATG (area sob a curva glicémica) do controle e de
cada tratamento, assim como os valores de Dg (incremento absoluto da glicose), de
VIg (velocidade de incremento da glicose) e de Plg (incremento percentual da
glicose) avaliados durante o periodo de estudo sdo comparados. O suco de

maracuja-alho ndo mostrou diferenca significativa (p<0,05) nas variaveis avaliadas
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em relagcdo ao controle. As &reas abaixo das curvas glicémicas (ATG) com 0s sucos

de cambuci, cupuagu, camu-camu, araca e jabuticaba foram significativamente

iguais (p<0,05). No entanto, as curvas dos sucos de cambuci, cagaita, camu-camu,

araca e jabuticaba foram significativamente diferentes do controle. Contudo, 0 suco

sendo

area abaixo da curva (ATG),

da cagaita apresentou a menor

significativamente menor que a do controle (p<0,0001) e menor do que as dos

demais sucos (p<0,05).
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Figura 3. A: ATG — Area sob a curva glicémica; B: Dg — incremento absoluto da

glicose; C: VIG — velocidade de incremento da glicose e D: Plg — incremento
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percentual da glicose. Refei¢a-controle (pdo + agua (300 mL)) e refeicdo-teste (pao
+ sucos clarificados das frutas nativas brasileiras estudadas (300 mL)). Resultados
expressos na forma de média + desvio padrdo (n = 23). Letras diferentes séo
significativamente diferentes (p<0,05). Asterisco(s) indica(m) diferenca estatistica

em relacdo ao controle, onde * = p<0,05, ** = p<0,0024 e *** = p<0,0001.

Os incrementos absolutos de glicose (Dg) apdés consumo dos sucos de
cambuci, cagaita, camu-camu e araca foram significativamente inferiores ao do
controle. Comparativamente, o tratamento com o suco de cagaita exerceu 0 menor
efeito sobre Dg (p<0,0001). Os efeitos dos sucos de cambuci, camu-camu e araca
sobre Dg foram similares, mas significativamente (p<0,0025) diferentes do controle.

Apesar de o suco do cupuacgu nao ter exercido efeito significativo sobre a
ATG, o Dg e a Vlg, seu efeito sobre o Plg demonstrou diferenca significativa em
comparacao com o do controle. Os sucos de cagaita, cambuci, araca, camu-camu e
cupuacu, nesta ordem, também resultaram em um incremento percentual da glicose
(PIg) significativo. Portanto, estes sucos demonstraram efeito significativo para a
atenuacao do aumento da glicemia pos-prandial. As velocidades de incremento da
glicose (VIg) obtidas para os sucos de cambuci, cagaita, camu-camu, araca e
jabuticaba apresentaram similaridade, mas diferiram significativamente do controle,
0 que demonstra prolongamento e reducdo da concentracdo de glicose sanguinea

maxima.
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4.4. Capacidade antioxidante do plasma ap6s consumo de suco clarificado.

A capacidade antioxidante do plasma dos voluntarios foi avaliada em t = 0
min (antes da ingestdo de pdo branco mais agua ou suco) e t = 120 min (apo6s a
ingestdo de pao branco mais agua ou suco) através dos métodos de ORAC e FRAP
(Tabela 11). A capacidade antioxidante do plasma dos voluntarios apdés 0 consumo
dos sucos, excetuando-se o suco de maracuja-alho e o camu-camu, pelo método
ORAC apresentaram aumento significativo (p<0,05) em t = 120 min. A capacidade
antioxidante do plasma ap6s consumo dos sucos, excetuando-se o cambuci, pelo
método FRAP aumentou significativamente (p<0,05) em t = 120 min. Apés o
consumo dos sucos (t = 120 min), observou-se um aumento significativo (p<0,05) da
capacidade antioxidante do plasma medida pelo método de capacidade de absor¢céo
de radicais de oxigénio (ORAC) (exceto maracuja-alho e camu-camu) e pelo poder

antioxidante de reducéo do Fe (FRAP) (exceto cambuci).
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Tabela 11. Capacidade antioxidante do plasma (ORAC) e poder antioxidante de

reducdo do Fe (FRAP) dos voluntarios antes e apos a ingestdo da refeicdo-controle

(péo + agua) e da refeicao-teste (pdo + suco).

ORAC

mM eq. Trolox/mL de plasma

FRAP

nM eq. Trolox/mL de plasma

T inicial = 0’
Controle 10,0 = 2,7
Cambuci 99 + 25*
Cagaita 12,7 + 2,5*
Maracuja- 14,3 + 3,0
alho
Cupuacu 10,5 + 2,5*
Camu-camu 155 * 2,2*
Araca 129 + 3,1*
Jabuticaba 9,8 + 3,3*

11,2
14,7
15,9

12,9

14,2
11,6
16,5

13,8

+

t

I+

I+

I+

I+

+

+

T final =120’

1,4
3,0*
2,3*

6,0

1,9*
2,4*
3,4*

4,8*

T inicial = 0’

0,086
0,099
0,094

0,089

0,102
0,099
0,083

0,103

+

t

I+

I+

I+

I+

+

+

0,026
0,029
0,023*

0,026*

0,029*
0,026*
0,025*

0,023*

T final = 120’

0,096
0,110
0,109

0,107

0,134
0,116
0,128

0,119

+

t

I+

I+

I+

I+

+

+

0,023
0,021
0,020*

0,021*

0,025*
0,018*
0,031*

0,020*

Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo (n = 23). Médias na
mesma linha com asterisco (*) sédo significativamente diferentes (p<0,05).

4.5. Aceitabilidade dos sucos clarificados de frutas nativas brasileiras.

A aceitabilidade dos sucos foi medida utilizando uma escala hedbnica. Na

Figura 4, observam-se os resultados do teste de aceitabilidade de cada suco. O

suco do araca e da jabuticaba foram os de maior aceitacdo, agradando mais de 50

% dos voluntarios. Os sucos que apresentaram maior rejeicdo, entre mais de 50%

dos voluntarios, foram o0s sucos de camu-camu, maracuja-alho e cambuci. Os sucos

de cagaita e cupuacgu apresentaram aceitagdo moderada.

Os voluntarios relataram sensacfes indesejaveis na semana posterior a

ingestao dos sucos.

Todos os voluntarios, apds a ingestdo do suco de cagaita,
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relataram flatuléncia e aumento do transito intestinal de maior ou menor intensidade.
Algum grau de saciedade foi alegado pelos voluntarios apés a ingestdo dos sucos
do cupuacu e aracd. Os individuos testados ndo relataram nenhum outro efeito

apos a ingestao dos outros sucos estudados.

70

w227

Araca BB

Cambuci B8
Cupuacu

maracuja IReRs
7
jabuticaba B8

Camucamu

% Desgostei extremamente #% Desgostei moderadamente
B Nem gostei/nem desgostei N\ Gostei moderadamente

# Qostei extremamente

Figura 4: Porcentagem de aceitabilidade dos sucos através de escala hedbnica;
namero de voluntarios = 23.
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito de diferentes sucos de frutas nativas brasileiras
sobre a resposta glicémica poés-prandial apés a ingestdo de suco clarificado de
frutas nativas brasileiras com uma unidade de p&o branco (p&o francés) com 55 +
5,5 g, contendo aproximadamente 21 + 1,5 g de carboidratos disponiveis. Os sucos
de cambuci, cagaita, cupuagu, camu-camu e araca atenuaram a resposta glicémica
pos-prandial em individuos saudaveis e apresentaram os menores valores de Plg e
ATG.

Os sucos de cambuci, cagaita, camu-camu, araca e jabuticaba apresentaram
uma Vg (velocidade de incremento da glicose) menor do que as dos demais sucos
estudados, isto é, a concentracdo sanguinea maxima de glicose ocorreu mais
tardiamente do que nos demais sucos estudados. Estudos anteriores mostrou que
para refrigerantes e suco de fruta, observou-se um rapido aumento da concentragcao
sanguinea maxima de glicose, o que causa uma elevada secrecdo insulinica
seguida de uma reducdo brusca na concentracdo de glicose sanguinea maxima
(BRAND-MILLER et al., 2009). A manutencdo prolongada da concentracdo de
glicose sanguinea faz parte da estratégia de reducéo do risco e controle da diabetes
e doencas cardiovasculares. O rapido aumento dos niveis de glicemia tem como
resposta um rapido aumento dos niveis de insulina. A insulina promove a utilizacédo
da glicose pelas células do figado e musculo esquelético e a formacdo de
glicogénio. A insulina também promove a sintese de acidos graxos, podendo
promover o acumulo de lipideos no musculo esquelético e figado, o que esta
associado a reducao da sensibilidade a insulina (BARRET; UDANI, 2011).

Josse et al. (2007) observaram que o consumo de améndoas é capaz de

atenuar a glicemia pos prandial em individuos saudaveis, e que seu efeito é dose
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dependente. As améndoas sdo fontes ricas de fitato e fendlicos, ambos reduzem a
digestdo do amido in vitro e estdo associados com a reducao pos prandial glicémica
in vivo. O suco de cranberry foi avaliado quanto a capacidade de atenuacdo da
glicemia pos prandial, e observou-se atenuacéo significativa da ATG em relacdo ao
controle, com o consumo do suco de cranberry. O suco de cranberry utilizado no
estudo era rico em quercetina, miricetina e proantocianidinas (WILSON et al., 2008).

Estudos com individuos diabéticos e nao-diabéticos demonstram que o risco
de morte por doencas cardiovasculares, e 0 mesmo de morte por outras causas, € é
maior naqueles individuos com alteracdo na glicemia de 2 horas, e que, a0 mesmo
tempo, apresentam glicemia de jejum normal (GROSS et al., 2003). Assim, o estudo
do controle da glicemia pos-prandial, e, principalmente, a possibilidade de obté-lo
através de compostos presentes na propria dieta sdo passos fundamentais.

A digestdo de carboidratos e a absorcdo de glicose sdo obviamente os
processos-alvo para um melhor controle glicémico depois da ingestao de refei¢cdes
com alto teor de carboidratos. As enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase sao
enzimas-chave, responsaveis pela conversado dos carboidratos em glicose. A glicose
liberada € absorvida através dos enterdcitos via transportes especificos. A inibicdo
das enzimas digestivas ou do transporte de glicose reduziria a disponibilidade e a
absorcao de glicose e, consequentemente, evitaria a hiperglicemia pés-prandial.

A absorcéo intestinal da glicose € mediada pelo transporte ativo dependente
do sédio via SGLT1 e por transporte facilitado independente do sédio via GLUT2
(DROZDOWSKI; THOMSON, 2006). A influéncia dos polifenodis sobre o transporte
de glicose vem sendo estudada in vitro, e muitos flavonoides e acidos fendlicos
mostraram efeito inibitério sobre tal processo. A quercetina e a catequina séo

capazes de inibir o transporte de glicose, seja via GLUT2, seja via SGLT1
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(JOHNSTON et al., 2005; STROBEL et al., 2005). A quercetina e seus derivados
foram identificados em abundancia nos sucos de cagaita, camu-camu e jabuticaba e
a catequina e seus derivados e a proantocianidina B1 foram detectados nos sucos
de araga e cupuacgu. Nesse estudo, o tratamento com estes sucos foram os que
resultaram na maior redugdo e na manutengdo prolongada da concentracdo de
glicose sanguinea no periodo avaliado.

Todos os sucos estudados apresentaram inibicdo da atividade enzimatica da
a-amilase e da a-glicosidase em modelo in vitro. Os compostos fendlicos purificados
a partir dos sucos de cambuci, cagaita, camu-camu, araca e jabuticaba melhor
inibiram a atividade enzimatica da a-amilase, ao passo que os do cambuci, cagaita,
cupuacu e araga foram os mais eficientes na inibigdo da enzima a-glicosidase em
modelo in vitro. A inibicdo destas enzimas pode explicar a reducédo e a manutencéo
prolongada da concentracdo de glicose sanguinea, observadas no periodo avaliado
apos o0 consumo dos sucos acima.

Portanto, os compostos fendlicos presentes nos sucos de cambuci, cagaita,
camu-camu, cupuacu, araca e jabuticaba parecem ser eficazes na atenuacao da
glicemia pés-prandial através da inibicdo da atividade enzimatica da a-amilase.

A inibicdo destas enzimas também foi observada em estudo com os
compostos fendlicos extraido de frutas nativas brasileiras utilizando de modelo in
vitro similar ao utilizado neste estudo (GONCALVES et al., 2010). Macdougall e
Stewart (2005) atribuiram a inibicdo da atividade das enzimas a-amilase e a-
glicosidase observada em seu estudo a presenca de antocianinas e elagitaninos nas
framboesas e morangos estudados, respectivamente. Em um estudo realizado por
Hargrove et al. (2011), observaram que 1,5 ug de fenolicos/mL fracdo de taninos e

12 pg de fendlicos/mL fracdo de flavonoides simples (taninos livres) foram capazes
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de inibir em 91% e 29 % da atividade da enzima a-amilase in vitro, respectivamente.
No presente trabalho, comparou-se a eficiéncia dos compostos fendlicos extraidos
dos sucos de frutas nativas brasileiras por extracdo em fase sélida (EFS) com
poliamida e C18. De forma geral, as fracdes purificadas em C18 foram mais efetivas
na inibicdo enzimética, demonstrando claramente o envolvimento dos taninos. O
Maracuja-alho, que ndo apresenta taninos totais nem elagitaninos, ndo mostrou
diferenca entre a inibicAo causada pela fracdo C18 e fragcdo poliamida,
comprovando que seu efeito na inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase
estdo provavelmente associados aos flavonoides homorientina e vitexina.

O &cido elagico € um composto fendlico presente em algumas frutas e
castanhas, tais como: morango (Fragaria ananassa), framboesa (Rubus fruticosus),
roma (Punica granatum) e nozes (Juglans regia) (DANIEL et al., 1989). Pode ocorrer
na forma livre, glicosilada ou ligado como elagitaninos, esterificado com glicose
(BATE-SMITH, 1972). Os elagitaninos sdo compostos fendlicos sollveis em agua de
alto peso molecular e com capacidade de precipitacao de proteinas e alcaloides
(SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000). Algumas atividades biolégicas importantes
dos elagitaninos e acido elagico foram demonstradas: atividade antiproliferativa e
inducdo de apoptose em cultura de células carcinogénicas do epitélio cervical
(NARAYANAN et al., 1999); prevencao de cancer do trato gastrointestinal atribuida
ao acumulo seletivo de acido elagico em células epiteliais de rato (WHITLEY et al.,
2003); atividade antimicrobiana seletiva em microrganismos patogénicos para o
homem (PUUPPONEN-PIMIA et al.,, 2005); reducdo da incidéncia de morte por
problemas cardiacos (ANDERSON et al., 2001). Além dessas propriedades o acido

elagico e os elagitaninos séo alvo de muitas pesquisas por demonstrar alta atividade
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antioxidante in vitro (MEYER et al., 1998). Todos os sucos, exceto 0s sucos de
maracuja-alho e cupuacgu, apresentaram elevados teores de elagitaninos.

Todos os sucos estudados levaram a reducdo da &rea abaixo da curva
glicémica (ATG) de individuos saudaveis, variando entre 11% (suco do maracuja-
alho) e 62% (suco da cagaita). A acarbose foi capaz de reduzir a ATG de individuos
diabéticos em 28% (HERRMANN et al., 1998). A acarbose é um inibidor da a-
glicosidase, enzima responsavel pela degradacdo de dissacarideos e
polissacarideos no intestino delgado e utilizado no tratamento do diabetes mellitus.
Em estudo realizado por Goncgalves et al. (2010), alguns compostos fendlicos
isolados foram testados (rutina, quercetina, &cido clorogénico, catequina, &cido
elagico e acido rosmarinico), assim como a acarbose em modelo in vitro. Entre os
gue estdo presentes nos sucos estudados, a quercetina foi o composto com maior
potencial de inibicdo, seguida pelo acido elagico, e ambos foram mais eficientes que
a acarbose.

Em resumo, embora os resultados indiquem que os compostos fendlicos
presentes nos sucos sao 0s responsaveis pela inibicdo destas enzimas, néo foi
possivel estabelecer uma correlacdo com o tipo e a quantidade de flavonoides
presentes. Deve-se considerar ainda, 0s possiveis efeitos sinergistas e/ou
antagonistas entre eles podem estar implicados nos resultados encontrados.

Portanto, o efeito na atenuacéo da glicemia pos-prandial do suco de cagaita
pode nao estar relacionado apenas com a presenca de compostos fendlicos, uma
vez que, apos sua ingestao, foi relatado aumento de transito intestinal, o qual, por
sua vez, pode ter reduzido a absorcdo de carboidratos devido a um menor tempo de
contato com os enterdécitos. A cagaita possui um peptideo contendo 15 residuos de

aminoacidos com propriedades laxativas. A polpa in natura (10 mL/Kg) e uma dose
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de 6 mg/Kg de fracdo rica no peptideo identificado foram capazes de aumentar
significativamente o transito intestinal em ratos (14,8% para a polpa in natura e 19%
para a fracao rica em peptideo em relacdo ao controle - agua). A cagaita € capaz
de aumentar o transito intestinal sem causar diarreia e alteragBes de eletrdlitos,
além de promover protecdo as microvilosidades intestinais (LIMA et al. 2010). A
microbiota intestinal tem um papel importante na absor¢cdo dos compostos fendélicos
e em seu metabolismo, logo ela é fundamental para a obtencdo dos beneficios dos
compostos bioativos (SELMA; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2009).

O primeiro passo apos a ingestdo de compostos fendélicos presentes na dieta
€ a liberacdo dos mesmos de sua matriz. A deglicosilacdo de flavonoides, a
clivagem de proantocianidinas poliméricas e a hidrdlise de &cidos fendlicos
esterificados sdo consideradas pré-requisitos para absor¢cdo dos mesmos através da
barreira intestinal (MANACH, SCALBERT, DONAVAN, 2004). Os produtos desta
metabolizacdo podem entrar na corrente sanguinea e serem excretados através da
urina, ou ainda, pela circulacdo enterohepética, uma fragdo consideravel pode ser
excretada pelo figado como componente da bile de volta para o intestino (MCBAIN e
MACFARLANE, 1997). Uma vez liberados no lumen intestinal, estes conjugados
podem ser hidrolisados por enzimas bacterianas como as [-glicuronidases,
sulfatases e glicosidases (CROZIER et al.,, 2010; SELMA et al., 2009). Os
compostos que ndo sdo absorvidos no intestino delgado vao diretamente para o
intestino grosso, onde sado degradados pela microbiota colénica a compostos mais
simples, como &cidos fendlicos, e assim serem absorvidos pelo sistema circulatorio.
Uma vez no intestino grosso, os flavonoides e seus metabolitos podem apresentar
beneficios a microbiota colénica por selecionar bactérias probidticas ou inibir a

proliferacdo de células cancerigenas (DEL RIO et al., 2010).
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O consumo dos sucos mostrou afetar positivamente a capacidade
antioxidante do plasma dos voluntarios, que foi avaliada em t = 0 min (antes da
ingestdo de pdo branco mais agua ou suco) e t = 120 min (apds a ingestdo de péo
branco mais agua ou suco) através dos métodos de ORAC e FRAP (Tabela 6). A
capacidade antioxidante do plasma dos voluntarios, pelo método ORAC, apresentou
aumento significativo (p<0,05) ap6s o consumo dos sucos em t = 120 min (25% para
a cagaita, 28% para o aracd, 35% para o cupuacu, 41% para a jabuticaba, e 41%
para o cambuci), excetuando-se 0s sucos de maracuja-alho e camu-camu. A
capacidade antioxidante do plasma determinada pelo método FRAP (Ferric reducing
antioxidant power) também aumentou significativamente (p<0,05) em t = 120 min
apos consumo dos sucos (16-17% para jabuticaba, camu-camu e cagaita, 20%
maracuja, 31% cupuacu, 54% aracd), excetuando-se o cambuci.

Em resumo, apés o consumo dos sucos (t = 120 min), observou-se um
aumento significativo (p<0,05) da capacidade antioxidante do plasma medida pelo
método de capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) (exceto
maracuja-alho e camu-camu) e pelo poder redutor do Fe (FRAP) (exceto cambuci).
A extensdo desse aumento foi variavel de acordo com a propriedade medida
(transferéncia de elétrons ou de atomos de hidrogénio) e com o tipo de composto
polifendlico presente, o que era esperado, em decorréncia da diferente
biodisponibilidade.

Todos o0s sucos apresentaram incremento da capacidade antioxidante no
plasma dos voluntarios. O incremento no sistema de defesa antioxidante é
fundamental para promover reducdo do risco de doencas crénicas nao
transmissiveis. E 0s mecanismos pelos quais as doencas cronicas se desenvolvem,

geralmente envolvem alteracbes oxidativas de moléculas consideradas criticas, 0
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que inclui proteinas, carboidratos, &cidos nucleicos, além das substancias
envolvidas na modulacdo da expressdo génica e em respostas inflamatorias
(KAWANISHI et al., 2002; LAGUERRE et al., 2007). Adicionalmente, evidéncias
cientificas indicam que antioxidantes exdgenos, obtidos a partir dos alimentos, séo
fundamentais para a resposta do organismo ao estresse oxidativo (SAURA-
CALIXTO; GONI, 2009; VASCO et al., 2008). Snyder et al. (2011) observaram
elevacao da capacidade antioxidante no plasma de voluntarios saudaveis apds uma
hora do consumo de suco de laranja em relagcdo aos outros grupos do estudo, dos
quais um recebeu uma mistura contendo &cido ascorbico e acucar e o outro grupo
recebeu uma mistura contendo os flavondides hesperidina, naringenina e luteolina,
acreditando ocorrer efeito sinérgico.

Os sucos estudados sao ricos em nutrientes, principalmente minerais,
considerando a definicdo da FDA (Food and Drug Administration), para um alimento
pode ser considerado fonte de determinado nutriente, € necessario que ele supra 10
% do valor de ingestdo diaria recomendada (IDR). Portanto, os sucos de cupuacu,
jabuticaba e aracd podem ser considerados fontes de potassio nos sucos
clarificados estudado, pois suprem 10, 10 e 14%, respectivamente, das
necessidades diarias recomendadas (IDR). O aumento da concentracao plasmatica
do potassio apos sua absorcédo pelo trato gastrointestinal estimula a secrecao de
insulina pelo pancreas assim como a reducgdo deste mineral inibe a liberagéo deste
hormoénio. A insulina € o horménio mais importante na deslocagéo do potassio para
dentro da célula ap6s sua ingestdo em uma refeicdo. O potassio também esta
envolvido na sintese de glicogénio, metabolismo de carboidratos além do

catabolismo de glicose (PITTMAN, PHILIPSON, STEINER, 2009).
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Neste estudo, os sucos clarificados de frutas nativas brasileiras testados
foram selecionados a partir de estudos anteriores (GENOVESE et al., 2008;
GONCALVES et al.,, 2010) que, excetuando-se o maracuja-alho, mostraram que
estas frutas se destacaram pelo alto teor de compostos fendlicos, elevada
capacidade antioxidante in vitro e capacidade inibitoria das enzimas do metabolismo
de carboidratos in vitro. Os resultados obtidos sao bastante promissores e indicam o
potencial dessas frutas em auxiliar na prevencao/tratamento de hiperglicemia pés-
prandial, seja no diabético, seja no ndo-diabético. No entanto, a baixa aceitabilidade
dos sucos de camu-camu e cambuci torna necesséria a adocéo de novas formas de
veiculacdo dos compostos presentes, tais como a formulagédo de cdpsulas contendo
extrato aguoso seco. Contudo, os sucos de cagaita, aracd e cambuci tiveram
excelente desempenho na atenuacdo da glicemia pés-prandial além de uma boa
aceitabilidade pelos voluntarios do estudo, de modo a facilitar sua introducao a dieta

da populacéo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que 0s sucos de cagaita,
araca, cambuci, camu-camu, cupuacu e jabuticaba melhoram a resposta glicémica
pés-prandial, o que parece estar associado a inibicdo das enzimas responsaveis
pelo metabolismo de carboidratos, a-amilase e a-glicosidase, pelos compostos
fendlicos presentes. Todos 0s sucos, exceto maracuja-alho, também apresentaram
0S maiores teores de proantocianidinas e as mais elevadas capacidades
antioxidantes in vitro. Dos sucos estudados nédo foram detectados quantidades de
fibras, confirmando que a reducdo da concentracdo de glicose sanguinea maxima
observada ocorreu pela acdo dos compostos fendlicos. Todos os sucos estudados
reduziram a &rea abaixo da curva de resposta glicémica e aumentaram

significativamente a capacidade antioxidante do plasma de individuos saudaveis.
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Dra. Maria Inés Genovese Rodriguez
Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Efeito dos compostos fenélicos de frutas nativas
brasileiras na glicemia pés-prandial” - Pesquisador(a) Responsavel: Dra. Maria Inés
Genovese Rodriguez - Co-Investigador(es): Elizabete Wenzel de Menezes, Ant Elisa
Schmidt - Registro CEP-HU/USP: 937/09 — SISNEP CAAE: 0025.0.018.198-09

Prezado(a) Senhor(a)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério da Universidade
de Sdo Paulo, em reunifo ordinaria realizada no dia 27 de novembro de 2009, analisou
o Projeto de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADQO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a este Comité,
relatdrios anuais (parciais ou final, em fungfo da duragfio da pesquisa), de acordo com
a Resolucdo n°® 196/96 do Conselho Nacional de Saude, inciso IX.2, letra “c”.

O primeiro relatério esta previsto para 27 de novembro de 2010.

Atenciosamente, ‘_i

i | ey
Fans | N
! Dr. Mauriclo Seckler
Coordehador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitdrio da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USP
Avenida Professor Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitaria — 05508-000 Sio Paulo — SP
Tels.: (11) 3091-9457 - Fax: (11) 3091-9452 - E-mail: cep@hu.usp.br



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FCF

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEP/FCF/166/2009
Protocoio CEP/FCF/525
CAAE: 0025.0.018.198-09
| - ldentificacao:
Projeto de Pesquisa: Efeito dos compostos fendlicos de frutas nativas

brasileiras na glicemia pés-prandial

Pesquisador Responsavel: | Profa. Dra. Maria inés Genovese

Instituicdo: FCF/USP e HU/USP
Area Tematica Especial: N3ao se aplica
Patrocinadores: | FAPESP

Il - Sumario Geral do Protocofo:

Algumas frutas nativas brasileiras (cambuci, agai, camu-camu, cagaita, algumas espécies
de maracuja silvestres e a jabuticaba) sdo consideradas excelentes fontes de compostos
bioativos de natureza fenélica.Estes compostos sdo capazes de inibir as enzimas do
metabolismo de carboidratos in vitro. A inibigdo das enzimas aifa-amilase e alfa-glicosidase
retarda e prolonga o tempo de digestdo de carboidratos reduzindo, assim, a proporgcéo de
glicose absorvida e, conseqhentemente, o aumento brusco de glicose pos-prandial no
plasma.

Os objetivos do presente estudo s3o:

Objetivo geral :

Avaliar o efeito de compostos fendlicos de frutas nativas brasileiras na glicemia pés-prandial
e no estado antioxidante do plasma.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito de sucos clarificados de frutas nativas brasileiras sobre a glicemia pos-
prandial e perfil antioxidante do plasma, em seres individuos adultos saudaveis, apoOs
consumo de 25 g de carboidratos (pao branco)

Estudar o efeito de compostos fendlicos purificados a partir dos sucos com redugdo na
resposta glicemica sobre enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase in vitro.

Tipo de estudo: Ensaio clinico do tipo aleatotio cruzado em varias fases.

Descri¢gdo da Casuistica:

Serdo selecionados 15 individuos saudaveis, de ambos géneros, com idade entre 20 a 40
anos, no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario/USP.

Cada individuo participara de 10 a 12 testes de refeicdo com ingestdo de carboidratos (1
pao branco) e 250 mL de agua (controle) ou sucos de frutas, com intervalos de uma semana
entre os testes.

Seréo obtidas amostras de sangue venoso (10 mL) antes e ap6s 120 min da ingestio de
péo branco e liquido (4gua ou suco de fruta), para determinagéo da capacidade antioxidante
do plasma e de TBARS.

Também serao coletadas seis amostras de sangue capilar por puncgio digital (tempos: 0, 15,
30, 45, 60 e 120 min) para analise da glicemia pré- e pés-prandial. Também seréo coletados
dados de peso e altura para estimativa do Indice de massa corporal, e medidas de
frequencia cardiaca e presséo arterial.

Néo é informado se, nas mulheres, a variabilidade hormonal pode influenciar nos resultados.

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitisia - CEP 05508-800 - Sio Paulo - SP
Fone: 3091-3622 - Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceplcf@usp.by



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FCF

Os critérios de inclus3o dos participantes sio:
Seréo incluidos individuos saudaveis, de ambos géneros, com idade entre 20 a 40 anos.

Serao critérios de exclusio: (Al

Serdo excluidos do estudo individuos fumantes, com sobrepeso (indice de massa corporal ;
superior a 25), com doencas do trato gastro-intestinal ou de hemostasia (hemofilia ou
hemorragia), em uso de medicagdo para o tratamento de diabete melito tipo 2 ou para
diminuir a viscosidade do sangue, ou em uso de suplementos vitaminicos/minerais.

ll - Situagdo do protocolo: APROVADO em reunido de 14/12/2009.
Cabe ao pesquisador:

e Comunicar ao CEP:
o aocoiréncia de efeitos colaterais e ou de reagdes ndo esperadas;
o eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciagéo e aprovagdo do
CEP;
- o aintermup¢ao do projeto.
Apresentar relatorios: parcial (apés 50% da execugdo do projeto) e final.

Sao Paulo, 14 de dezembro de 2009.

/g o Jpenceo $Brs bex
Profa. Eyr;.CElvira Maria Guerra Shinohara
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - S3o Pauio - SP
Fone: 3091-3622 - Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br



Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. INFORMAGCOES DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome:
Documento de Identidade n°: | Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento: /[ Endereco:

No: | Complemento:
Bairro: | Cidade: | Estado:
CEP: | Telefones:

2. Titulo do Projeto de Pesquisa: Efeito de compostos fendlicos de frutas nativas sobre a
glicemia p6s-prandial

3. Duracéo da Pesquisa: 2 anos

4. Nome do pesquisador responsével: Maria Inés Genovese

Cargo/ Funcéo: Professor Doutor |

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Prezado participante:

Eu, Maria Inés Genovese, farmacéutica-bioquimica, Prof. Dr. do Departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, como
responsavel pelo projeto de pesquisa intitulado “Efeito de compostos fendlicos de frutas nativas
sobre a glicemia pés-prandial”’, gostaria de convida-lo(a) para participar deste estudo, que conta
com a colaboracdo da mestranda Diully Mata Balisteiro, nutricionista, pertencentes ao mesmo
departamento.

Hiperglicemia € o aumento de aguUcar no sangue. A principal causa da hiperglicemia é o
diabetes, que ocorre devido a uma alteragcdo na funcdo do pancreas por auséncia, diminuicdo ou
acado inadequada da insulina, o hormdnio responsavel pela manutencao dos niveis de acglcar no
sangue (glicemia). A glicemia aumentada é danosa para o organismo e é fundamental que se
tenha um bom controle da glicemia para evitar as complicacbes cronicas. Isto significa ter
dosagens de glicemia menor do que 100 mg/dl em jejum e até 140 mg/dl quando medimos a
glicemia até 2 horas apds as refeicdes. Este estudo visa determinar quais sucos de frutas poderiam
ajudar a controlar a hiperglicemia pés-prandial (a que ocorre ap0s as refei¢cdes) ja que se sabe que
algumas frutas contém substéncias que poderiam ter esse efeito.

Para participar deste estudo o individuo deve vir, pela manh&, em jejum de 8 a 10 horas e
em seguida sera fornecido um péo francés, juntamente com um copo de suco de fruta ou agua,
sem adicdo de acuUcar, que deverdo ser consumidos num tempo maximo de 10 minutos. Este
procedimento serda realizado a cada semana, num numero total de 20 semanas. O tempo maximo
de permanéncia no local para cada teste sera de 4 horas. Para medir a glicemia, seréo coletadas
amostras de sangue através de uma picada no dedo, antes de consumir o pdo e em intervalos
regulares de tempo até duas horas apds a ingestdo. Serdo realizadas 7 picadas no dedo, com
intervalos entre elas de aproximadamente 15 minutos, além de duas coletas de 10 mL de sangue
das veias do seu braco (puncdo venosa), para a determinacdo de capacidade antioxidante do
sangue, antes e 2 horas ap0s a ingestao do pdo e do suco. O nimero previsto de voluntérios € de
15. Os riscos sdo minimos podendo causar uma mancha roxa no local devido a picada de agulha.
Seréo testadas apenas frutas ja consumidas pela populagdo, e ndo mais que uma vez por semana.
A coleta de sangue sera feita por equipe treinada do Centro de Pesquisa Clinica do Hospital
Universitario utilizando materiais estéreis e descartaveis. Se a pesquisa identificar sucos de fruta
gue conseguem impedir os picos de glicemia, o seu consumo sera estimulado para ajudar pessoas
diabéticas e/ou obesas e sedentarias a controlar a glicemia pés-prandial sem a ajuda de
medicamentos.

Sera garantida assisténcia médica em caso de eventualidades decorrentes dos
procedimentos realizados na pesquisa, encaminhando o individuo ao Servico de Pronto
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Atendimento do HU-USP. N&o havera ajuda de custo referente ao deslocamento do sujeito até o
Centro de Pesquisa Clinica. Sera garantido acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre
procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais
davidas, e liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em patrticipar do presente Protocolo de Pesquisa.

Séo Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
| (carimbo ou nome legivel)

Caso vocé tenha qualquer davida em relagdo a esta pesquisa ou em caso de quaisquer
intercorréncias, entre em contato com Prof. Dr. Maria Inés Genovese (Pesquisador responsavel) ou
Mestranda Diully Mata Balisteiro (colaboradora), no Depto de Alimentos e Nutricio Experimental -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP:Av. Prof. Lineu Prestes, 580. Bloco 14. Tel
3091-3647/3624.

Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo — Av Prof Lineu Prestes, 580 - Bloco 13A — Butantd — Sdo Paulo — CEP
05508-900, Telefone 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br”

CEP-HU: Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitaria — CEP: 05508-
000 — Sao Paulo — SP - Telefone: 3091-9457 — Fax: 3091-9452 - e-mail: cep@hu.usp.br.
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