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RESUMO

AVALIACAO FITOQUIMICA E ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DA FOLHA DE BATATA-DOCE [Ipomoea batatas
(L.) Lam]

Cada vez mais tém se observado a procura por alimentos de origem vegetal, com propriedades
funcionais e que também previnam o envelhecimento precoce. Neste contexto, a raiz batata-
doce tornou-se uma alternativa como fontes de energia e fibra, que auxiliam no emagrecimento.
Contudo, ainda ndo ha na literatura informacdes cientificas quanto a recomendacdo da ingestao
da folha de batata-doce. Assim, caracterizou-se os principais fitoquimicos presentes em 22
acessos de batatas-doces (Ipomoea batatas L. Lam.), cultivadas na regido do Alto Jacui e
provenientes da CNPH- EMBRAPA-Brasilia, e o efeito antioxidante do extrato hidroetanélico
das folhas a partir de testes in vitro, utilizando eritrécitos humanos, expostos ao herbicida 2,4-D
e tratados, posteriormente, com o extrato das folhas em diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 2,0
e 10,0 g/LY). Os acessos que apresentaram maiores quantidades de fitoquimicos (compostos
fenolicos totais, flavonoides e taninos), poder redutor, capacidade antioxidante (niveis de
DPPH) e capacidade quelante foram: Estrela 102 (Estrela-RS), SE 104 (Selbach-RS), BR Cuia
e Coquinho (oriundas da EMBRAPA-CNPH-Brasilia). Assim, com esses acessos foram
realizados testes com células in vitro. A lipoperoxidacdo foi elevando, proporcionalmente, a
medida que aumentou a concentracdo do extrato da BR Cuia, e na concentracdo de 10,0 g/L da
cultivar Coquinho. Por outro lado, a GSH aumentou em todos 0s acessos e cultivares, testados
in vitro, proporcionalmente, ao aumento da concentracdo dos extratos. Além disso, também foi
observada, a ocorréncia de hemolise, que também foi se elevando com o aumento da
concentracdo dos extratos adicionados. Estes resultados demonstram que, mesmo aumentando a
GSH, os extratos mostraram ser extremamente toxicos aos eritrocitos e, dependendo da
concentracdo e da origem do acesso ou da cultivar, essas folhas também sdo toxicas quando em
contato com lipideos de material genético.

Palavras-chave: Batata-doce, fitoquimicos, estresse oxidativo, hemolise.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND ANTIOXIDANT EVALUATION OF THE
HYDROETHANOLIC EXTRACT OF THE SWEET POTATO LEAF
[Ipomoea batatas (L.) Lam]

Increasingly with the vision of foods of vegetal origin, with variable properties and that prevent
the premature aging. In this context, a sweet root has become an alternative as the sources of
energy and fiber, which aid in weight loss. However, there is as yet no literature in the literature
on ingestion of sweet potato leaf. Thus, the main phytochemicals present in 22 species of sweet
potatoes cultivated in the Alto Jacui and CNPH-EMBRAPA-Brasilia regions, and the
antioxidant effect of the hydroethanolic extract of the leaves of the testes in vitro, with the use
of (B, C, D, and D), respectively. The highest leaflets of phytochemicals (total phenolic
compounds, flavonoids and tannins), power reducers, antioxidant capacity (DPPH levels) and
chelating capacity were: Star 102 (Estrela-RS), SE 104 (Selbach-RS), BR Cuia and Coquinho
(from EMBRAPA-CNPH-Brasilia). Thus, the accessions were performed in the light of the
testes with cells in vitro. Lipoperoxidation was promoted, proportionally, as the concentration
of BR Cuia extract increased, and the concentration of 10.0 g / L of Coquinho cultivar
increased. On the other hand, GSH increased in all accesses and cultures, in vitro,
proportionally, tested the rate of the extracts. In addition, an occurrence of hemolysis was also
observed, which also increased with increasing concentration of the extracts. Demonstration of
results that, even increasing the GSH, the extracts are toxic to the erythrocytes and, depending
on the concentration and origin of the access or cultivar, these leaves are toxic only when in
contact with lipids of genetic material .

Key-words: Sweet potato, phytochemicals, oxidative stress, hemolysis.
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1. INTRODUCAO

E consideréavel a crescente valoriza¢o e consumo de alimentos naturais com propriedades
funcionais na atualidade, uma vez que, pesquisas apontam que o uso de alguns desses
alimentos pode diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo e, desempenhar um papel
positivo sobre a saude humana.

Neste sentido, observa-se que a batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam ), um alimento
produzido em todo Brasil, constitui um recurso natural renovavel, com indicativo etnogréfico
medicinal, que pode diminuir a pressdo sobre as substancias de sintese quimica com interesse
na alimentac&o e sadde (JOSE, 2015).

Considerada 6tima fonte de energia, sais minerais e vitaminas A, B e C, muitas partes
desta planta sdo comestiveis, incluindo folhas, existindo variedades com uma ampla gama de
cor da casca e da polpa da raiz, variando do branco até o amarelo-alaranjado e o0 roxo intenso,
destacando-se, entre elas, as de polpa alaranjada, que podem desempenhar um papel
fundamental no alivio da deficiéncia de vitamina A, comum entre criancas na Asia e na Africa
subsaariana (DOMBROSKI et al., 2010). No entanto, as folhas ndo vém sendo usadas com
muita frequéncia, exceto em alguns paises da Asia (CHEN et al., 2011). Seu uso pode ser
estimulado no momento em que houver uma forma de administracdo melhor ou mais
palatavel, uma vez que, por serem ricas em e polifendis, as folhas apresentam um grande
efeito benéfico sobre a salde (CESARE et al., 2012).

Pode-se afirmar, também, que as batatas-doces sdo uma boa fonte de minerais para a dieta,
especialmente por serem ricas em potassio, e que o gendtipo de batata-doce exerce influéncia
sobre a concentracdo de minerais em seu contetudo (VIZZOTTO et al., 2018).

Além disso, a batata-doce ¢ uma cultura de alto rendimento, industrialmente importante,
amplamente utilizada no alivio da fome e consumida na Asia, com variedades de cor e
diversos conteudos nutricionais, com quantidades diferentes de carotenoides, antocianinas e
acidos fendlicos, que atrai a atencdo devido a estes antioxidantes e corantes naturais que
previnem doencas degenerativas relacionadas ao estresse oxidativo (KIM et al., 2015).

Assim sendo, observa-se que o estresse oxidativo é definido como uma perturbacgéo do
equilibrio entre componentes pré-oxidantes e antioxidantes em que a elevacdo da
concentracdo de espécies moleculares oxidantes provocam efeitos deletérios em nivel celular

que podem ir desde o desregulamento de rotas metabolicas até na morte celular (LIU et al.,
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2017). A ocorréncia do estresse oxidativo se deve ao resultado combinado ou isolado de um
de trés fatores citados a seguir (BARBOSA et al., 2010):

1) Aumento na geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio de (EROs) e/ou de
nitrogénio (ERNS), através da acumulacédo de intermedidrios reativos;

2) Prejuizo do sistema de defesa antioxidante (inibicdo de enzimas antioxidantes,
deplecédo de antioxidantes ndo-enzimaticos);

3) Incapacidade para reparar o dano oxidativo.

Porém, de acordo com Santi et al. (2014), existe um sistema de defesa antioxidante
que possui a funcao de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria das espécies
reativas (ERs), podendo ser classificados em sistema de defesa enzimético e ndo enzimatico.
O sistema enziméatico € constituido pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (Gpx) e glutationa redutase (GR). Outros componentes
moleculares que formam o sistema antioxidante ndo enzimatico sdo: a glutationa reduzida
(GSH), o acido trico, o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E) ¢ o B-
caroteno (BARBOSA et al.,, 2010). Os marcadores oxidativos incluem as Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) e os niveis de carbonilagio de proteinas (SANTI
etal., 2014).

Deste modo, diferentes estudos propdem alternativas para reduzir os efeitos
prejudiciais do excesso de EROs e melhorar a capacidade antioxidante do organismo, como
forma de tratamento e prevencdo das enfermidades e suas complicagdes. Assim, é possivel
elencar alguns dos principais nutrientes com papel antioxidante capazes de evitar ou
minimizar os efeitos deletérios em nivel celular e/ou molecular, tais como: &cido ascorbico
(vitamina C); p-caroteno; a-tocoferol; zinco; flavonoides e selénio (ZIMMERMANN;
KIRSTEN, 2008; LIU et al., 2017).

Observa-se, pois, que alguns alimentos, como a batata-doce podem contribuir para
eventuais estudos relacionados a melhora da atividade antioxidante, frente a certas patologias.
No entanto, a utilizacdo desse tubérculo na alimentacdo humana ndo se limita apenas ao
consumo das raizes tuberosas. As folhas, consumidas em grande escala em paises africanos,
sdo excelentes fontes de proteina, glicidios, célcio, fésforo e ferro, além de vitamina A e
vitamina C (JOSE, 2015).

Assim, dentre os diversos compostos fitoquimicos presentes nas folhas de batata-doce,

0S que possuem maior numero de atividades bioldgicas reconhecidas sdo 0s compostos
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fendlicos (ISLAM, 2014), uma vez que, de acordo com Souza et al., (2018), nos ultimos anos
houve um interesse crescente na determinacdo de fontes dietéticas adequadas de compostos
fendlicos antioxidantes.

Pesquisadores como Dumitriu et al. (2015), afirmam que os compostos fenolicos
desempenham importante papel na protecéo celular, pois séo capazes de sequestrar ou inibir
as diversas espécies de oxigénio reativo, transferir elétrons para radicais livres, ativar enzimas
antioxidantes e inibir enzimas oxidases desempenhando forte acdo na prevencao do estresse
oxidativo, apontado como causa de algumas doencas, como arteriosclerose, diabetes e
doencgas neurodegenerativas (ASADI et al., 2010).

Deste modo, devido a preferéncia pelo consumo das raizes da batata-doce, a parte
aérea costuma ser descartada ou fornecida como racdo para animais. Entretanto, em algumas
partes do mundo, ha populagdes que utilizam suas folhas da mesma forma que se consome
outras hortalicas (SONG et al., 2011).

Esse fato tem motivado a investigacao dos constituintes quimicos das folhas da batata-
doce, haja vista a necessidade de uma alimentacdo sadia, rica em nutrientes, a qual pode ser
alcancada com partes de alimentos que, normalmente sdo desprezadas, tais como cascas, talos
e folhas, levando ao aproveitamento integral dos alimentos, que, além de diminuir os gastos
com alimentacdo e melhorar a qualidade nutricional do cardapio, reduz o desperdicio e torna
possivel a criacdo de novas receitas (BARBOSA et al., 2014). Porém, no Brasil, esse
consumo integral de alguns alimentos e nutrientes, tal como a folha da batata-doce ainda
caminha a passos lentos.

Neste sentido, diante de um cenario com caréncia de dados sobre a caracterizacao
fitoquimica das folhas de batata-doce, com finalidade farmacoldgica e nutricional no Brasil,
procura-se, com esse estudo, caracterizar os principais fitoquimicos presentes nas folhas desse
alimento, bem como, avaliar a capacidade antioxidante do extrato hidroetanélico das folhas de

batata-doce.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Quantificar os principais fitoquimicos e avaliar a atividade antioxidante do extrato
hidroetandlico de folhas de batata-doce (Ipomoea batatas L. Lam.), cultivadas na regido do
Corede Alto Jacui e da CNPH- Embrapa- Brasilia.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os niveis dos compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos dos extratos de
folhas de batata-doce (Ipomoea batatas L. Lam.) cultivadas na regido do Corede Alto
Jacui e da CNPH- Embrapa - Brasilia.

e Investigar mecanismos de acdo antioxidante (capacidade de remocdo de radicais
DPPH - 2,2-difenil-1 picrilhidrazilo),0 poder redutor e a capacidade quelante dos
extratos de folhas de batata-doce (Ipomoea batatas L. Lam.), cultivadas na regido do
Corede Alto Jacui e da Embrapa-CNPH-Brasilia.

e Avaliar a capacidade antioxidante em um modelo de ceélulas humanas expostas ao
herbicida 2,4-D, in vitro, através da medida dos niveis de lipoperoxidacédo e glutationa

reduzida.



18

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BATATA-DOCE [Ipomoea Batatas (L ). Lam]

3.1.1 Género Ipomoea- Caracteristicas botanicas

A batata-doce é uma dicotiledonea pertencente a familia Convolvulaceae, género
Ipomoea e espécie batatas (L) Lam. E um vegetal de cultivo mundial, tanto como alimento
quanto para forragem para o gado, dentre outros usos. E distinta pela forma, sabor, textura e
cor da raiz tuberosa (as mais comuns sdo as de cor branca, creme, amarela, laranja e roxa)
(JOSE, 2015).

A planta da batata-doce pode ser dividida em trés partes basicas e cada uma das quais
tem suas préprias fungbes. O caule (Figura 1A), ou rama, pode apresentar crescimento
rasteiro, trepador ou ereto, de constituicdo herbacea, verde ou arroxeado, podendo alcancar
até 5 metros de comprimento (LEBOT, 2009). As folhas sdo simples, alternas, dispostas em
espiral em torno do caule, pubescentes ou glabras (Figura 1B). O peciolo é longo, de cor e
pubescéncia semelhante ao caule, podendo apresentar ou ndo pigmentacdo na insercao do
caule. Além disso, as variedades de batata-doce diferem em sua capacidade de produzir flores
(CAMARGO, 2013).

Figura 1- Representagio fotografica do caule com o talo (A), folhagem (B) da Ipomoea Batatas (L ). Lam.

Figura 1A* Figura 1B*
Fonte: * O Autor (2017);

Silva et al. (2012), afirmam que tanto a pele, quanto a casca e a polpa, podem
apresentar coloracdo variavel de pdrpura, roxo, salmdo, alaranjada, amarelada, creme ou
branco. A coloracdo arroxeada é formada pela deposicdo do pigmento antocianina, que pode
se concentrar na pele, na casca ou ainda constituir manchas na polpa. O tecido colorido se
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torna cinza escuro durante o cozimento, e parte do corante se dissolve na &gua, causando o

escurecimento de outros tecidos expostos.

3.1.2 Importéncia do cultivo da batata-doce

No Brasil, a batata-doce é uma hortalica que, decorrente de sua importancia
econbmica, representa um recurso natural renovavel com indicativo etnografico medicinal,
que a ser validado, podera diminuir o consumo de substancias medicinais de sintese quimica
(JOSE, 2015).

Para Pestana (2011), comparado com outras culturas, a batata-doce é capaz de crescer
em ritmo acelerado em diversas condicdes ambientais, sendo de alta adaptabilidade em
condi¢cdes marginais de cultivo. Possui curto ciclo de producédo, alto valor nutricional e
versatilidade sensorial em termos de cor, sabor e textura.

Segundo Islam (2014), a cultura de batata-doce é mais tolerante a doengas, pragas e a
elevados valores de umidade que muitos outras hortalicas de folhas cultivadas na regido
tropical. Além disso, sua produtividade se deve também ao nimero de colheitas ao longo de
um ano agricola, fazendo dessa cultura interessante para pequenas propriedades rurais quando
comparado com outros vegetais verdes e hortalicas.

Observa-se que a batata-doce estd entre os cultivos de maior importancia no mundo.
Com uma producdo anual superior a 133 milhdes de toneladas, ocupando o quinto lugar em
termos de quantidade produzida. E cultivada em 111 paises sendo que, aproximadamente 90%
da producdo é oriunda da Asia, 5% da Africa e 5% no restante do mundo. E apenas 2% da
producdo concentram-se em paises industrializados como os Estados Unidos e Japéo
(FAOSTAT, 2016).

No Brasil é a quarta hortalica mais cultivada, ocupando uma area de cultivo estimada
em 40.383 hectares e uma producéo anual de 525.814 toneladas. E um cultivo de grande valor
socioeconémico para a regido Sul, responsavel por 44,41% da safra nacional, seguida pelo
Nordeste (28,57%), e pelo Sudeste (22,87%). Em 2014, o estado de S&o Paulo, foi 0 segundo
maior produtor brasileiro de batata-doce, com quase 75 mil toneladas (14,26%), perdendo
apenas para o estado do Rio Grande do Sul, que produziu 30,64% da producgdo nacional
(PAM, 2014).

Assim, considerando dados de producdo mundial de batata-doce levantados pela
Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura da ONU- (Organizacdo das Nagdes Unidas), o

pais com maior producéo atualmente € a China, sendo responsavel, nos dltimos quatro anos,
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por uma producdo média de 82,30%. Em segundo lugar é ocupado pela Nigéria com 1,92%. A
producdo brasileira representa 0,30% do total produzido (FAOSTAT, 2016).

Observa-se, pois, que os beneficios e caracteristicas contidos na batata-doce sédo
inimeros, destacando-se a resisténcia a seca, cultivo e manejo simplificado em comparacédo a
outros cultivos, possui baixo custo na producdo, perene, resistente as pragas, contribui contra
a erosdo do solo e se trata de uma cultura versatil, pois necessita de méo de obra (auxiliando
assim a fixacdo do homem do campo (WILLIAMS, 2013).

3.1.3 Beneficios do consumo das folhas da batata-doce [Ipomoea batatas (L ). Lam]

A grande importancia da batata-doce no contexto humano se torna evidente quando
consideramos nossa exigéncia nutricional (a qual deve ser atendida diariamente a fim de se
evitar doencas relacionadas a falta de nutrientes essenciais) e a conveniéncia na utilizacdo da
batata-doce como suplemento nutricional na dieta de povos carentes (LEITE, 2017).

Observa-se que os brasileiros estdo cada vez mais cientes dos inimeros beneficios que
a batata-doce proporciona a saude humana, consumindo-as com maior frequéncia (LIU et al.,
2017).

Neste contexto, pesquisadores como Chang et al. (2007), avaliaram os efeitos do
consumo de folhas de batata-doce roxa sobre marcadores de estresse oxidativo em uma
populacdo masculina jovem e saudavel, apds completar um protocolo de exercicio fisico.
Comparado com o grupo controle, o consumo da folha de batata-doce roxa aumentou a
concentracdo plasmatica total de polifendis e o poder antioxidante total e os marcadores de
dano oxidativo (substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico e proteina carbonilada)
diminuiram. Neste estudo, estes resultados indicam que, ao consumir uma dieta com elevado
teor de polifendis durante 7 dias, se pode modular o estado antioxidante e diminuir os danos
oxidativos induzidos pelo exercicio.

Em outro estudo com jogadores de basquete no Taiwan, Chang et al. (2007), afirmam
que as folhas da batata-doce roxa (FBDR), tubérculo facilmente encontrado naquela regido,
apresentam o maior conteudo polifendlico (33,4 = 0,5 mg de acido galico/g de peso seco) de
todos os vegetais comumente cultivados no pais, tendo eles, alta capacidade de eliminagéo de
radicais livres. Chang et al. (2007), também afirmam, que, com base em uma dieta baixa de
carotenoides, verificou-se que duas semanas de suplementagdo com FBDR produziu um
aumento significativo na proliferacdo de linfécitos e interleucina (IL) -2 e secrecédo de IL-4 de

células mononucleares de sangue periférico em adultos saudaveis, no entanto, os autores ndo
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encontraram efeitos do consumo das FBDR e em respostas imunes induzidas pelo exercicio
nos atletas estudados.

Outros pesquisadores, avaliaram a composicao nutricional das folhas de 40 cultivares
chinesas de batatas-doce, das quais relatam uma série de nutrientes e compostos bioativos
presentes, sugerindo que as folhas de batata-doce deveriam ser consumidas como vegetais de
folhas, especialmente por povos que apresentam problemas de desnutricdo (SUN et al.,
(2014).

As folhas de batata-doce, por unidade caldrica, superam em teor de proteina até
mesmo do feijdo, uma das principais fontes proteicas da populacdo brasileira de baixa renda.
Tém um valor alimenticio semelhante ao das folhas de mandioca (porém, sem cianogénicos)
ndo exigindo portanto, detoxificacdo prévia antes do uso e, tal como esta, pode ser empregada
em multimisturas para combate a desnutricdo (MALUF, 2003), por Pastorais da Crianca e
outras organizagdes ndo governamentais.

Deste modo, segundo Huber e Rodriguez-Amaya, (2008), os compostos fendlicos
presentes nas folhas da batata-doce se configuram como bons antioxidantes, capazes de
sequestrar radicais livres e, dependendo das variedades e condicBes de crescimento,
comparando as folhas desse tubérculo as do espinafre, em nutrientes, tais como vitaminas e
minerais.

Na tabela 1 estdo elencados a composi¢do centesimal e valor energético das folhas de

batata-doce e mandioca, comparadas com grdos crus ou cozidos de feijao comum.

Tabela 1- Comparacdo dos teores minerais, proteico, lipidico e calérico fornecidos pelo consumo de 100 g da
folha de batata-doce em rela¢do ao consumo de 100 g de folhas secas de mandioca, feijdo preto cozido e feijao

preto cru.
) Batata doce Mandioca Feijao preto Feijao preto

Composicéo .

(Folhas secas) (Folhas secas) (Cozido) (Cru)
Calorias (em 100g) ® 49,00 91,00 84,80 343,60
Glicidios (g/100g) @ 10.20 18.30 14.28 62.37
Proteinas (g/100g) @ 4.60 7.00 6.00 20.74
Lipidios (g/100g) 0.20 1.00 0.42 1.27
Célcio (mg/100g) @ 158.00 303.00 46.00 145.00
Fosforo (mg/100g ® 84.00 119.00 98.00 471.00

Ferro (mg/100g) ® 6.20 7.60 2.40 4.30
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Glicidios (g/100 cal) @ 20.82 20.11 16.84 18.15
Proteinas (g/100g) @ 9.39 7.69 7.08 6.04
Lipidios (g/100 cal) @ 0.41 1.10 0.50 0.37
Célcio (mg/100 cal) @ 322.45 332.97 54.25 42.20
Fosforo (mg/100 cal) @ 171.43 130.77 115.57 137.08
Ferro (mg/100 cal)® 12.65 8.35 2.83 1.25

@ Nutricdo-Composicao quimica e valor energéticos dos alimentos, (MALUF, 2003).

@ Dados calculados com base em unidades caldricas.

Deste modo, Islam (2014), ao investigar sobre a qualidade nutricional e medicinal da
batata-doce, afirmou que, em comparagdo com o espinafre, suas folhas apresentam menos de
um quinto de acido oxalico ao serem consumidas como alimento, o que torna seu uso viavel.
As folhas da batata-doce sdo uma excelente fonte de polifendis, dentre eles as antocianinas e
acidos fendlicos, tais como acido caféico, monocafeoilquinico (clorogénico), dicafeoilquinico
e dicafeoilquinico. A concentracdo desses nutrientes sdo superiores em relacdo a outros
vegetais disponiveis comercialmente.

Assim, Wuehler; Ouedraogo (2011), afirmam que, para o auxilio de populacbes que
apresentam problemas relacionados a desnutricdo, principalmente entre as mulheres, gestantes
e criancas, ha paises e instituicdes internacionais que desenvolvem politicas sociais e projetos
locais para intervir e promover uma melhora na alimentagdo por meio do incentivo ao

consumo de alimentos que possam garantir um efeito positivo na sadde humana.

3.2 COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS FOLHAS DE BATATA-DOCE

A reducdo dos indices de perda e desperdicio de alimentos ainda é uma questdo,
mundialmente, necessaria. Embora as folhas de batata-doce possam ser consumidas, também
como alimento, devido a seu alto valor nutricional, na grande maioria das vezes e dos
continentes elas ainda sdo descartadas, particularmente na América do Norte (AKOETEY,
2017).

Em estudo sobre os principais compostos presentes nas folhas da batata-doce, SUN et
al.(2014), examinarm folhas de batata-doce de 40 acessos, analisando, entre outros

compostos, Proteina bruta, Fibra, Gordura, Carboidratos, Energia bruta, Cinzas, Macro e
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Micronutrientes, Polifendis Totais e Atividade antioxidante. Na tabela 3, os autores relataram

as variacOes de compostos presentes nas Folhas de Batata-doce analisadas:

Tabela 2- Teor e variagdo de compostos nutricionais presentes nas folha de Batata-doce

Teor de compostos nutricionais presentes nas folhas  Variagdo de Compostos nutricionais presentes

de Batata-doce (FBD) nas FBD

Proteina Foliar 16,69 a 31,08g 100g (peso seco:p.s)

Fibra bruta 9,15 a 14,269 100g-1 p.s

Gordura 2,24 a 5,23 g 100g-1 p.s

Micronutrientes: Ca, P, Mg, Na, Fe, Mn, Zne Cu Variacao de quantidade significativa, de cultivar
a cultivar

Potassio (K) 1625.1mg 100g-1 p.s.)

Compostos Fendlicos Antioxidantes de maior importancia

Polifendis 12,469 100g-1 d.b*

*Baseado no método de Folin-Ciocalteu usando &cido clorogénico como padrdo, que se correlaciona com atividades

antioxidantes de 1,28 + 0,07pg de Trolox equiv / mg, d.b. com base no método ORAC.

Fonte: Adaptado de Akoetey et al. (2017).

Sendo assim, Sun et al. (2014), observaram que as folhas de batata-doce continham
guantidades consideraveis de compostos fenolicos 5-O-cafeoilquinico é&cido 3-O-
cafeoilquinico, 4-O-cafeoilquinico &acido, acido cafeico; acido 4,5-di-O- cafeoilquinico, 3,5-
diO-cafeoalquinico &cido, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, e ido 3,4,5-tri-O-cafeoilquico. Em
comparagdo com os vegetais tradicionais, as folhas de batata-doce contém concentracdes de
polifendis comparaveis ao espinafre e ao bracolis.

Ademais, Huang et al. (2010b), descreveram sobre 0 uso de um extrato aquoso de
folhas de batata-doce, o qual inibiu a producdo de éxido nitrico em macréfagos e também
protegeu lipossomas de camundongos contra danos oxidativos. Neste contexto, Islam et al
(2014), relataram que o po liofilizado, preparado a partir de folhas de batata-doce suprimiu o
crescimento das bactérias Escherichia coli e Bacillus. Porém, o efeito antibacteriano néo
suprimiu as bifidobactérias, que sdo Uteis para a satde humana.

Desse modo, de acordo com Xu et al. (2010), o teor de luteina (31,5-42,6mg 100g-
1p.s.) da variedade Suioh de batata-doce excedeu o teor de luteina de 120 outras frutas e
vegetais, sendo que a luteina é um carotendide de cor amarela a laranja, responsavel por
proteger a macula da retina humana dos comprimentos de ondas nocivos e por eliminar
espeécies reativas de oxigénio. Portanto, folhas de batata-doce merecem consideracdo como

um alimento desejavel para a prevencao de doencas oculares, ademais, a luteina contida nas
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folhas de batata-doce pode ser potencialmente utilizada como substituto da tartrazina
(AKOETEY et al., 2017).

Também em analises, Antial et al. (2006), verficaram que os niveis de alguns
nutrientes de batata-doce foram determinados usando métodos analiticos padrdo e 0s
resultados revelaram que as folhas contém baixos niveis de substancias toxicas, (exceto o
oxalato, o qual pode ser reduzido pelo cozimento), e uma quantidade apreciavel de nutrientes,
vitaminas e elementos minerais, devendo ser incluidas em dietas para suplementar o subsidio
diario necessario para o corpo humano.

Algumas pesquisas tém demonstrado que as folhas da batata-doce sdo compostas por
combinagdes quimicas que atuam, beneficamente sobre 0 metabolismo de outros organismos,
em especial o humano (XU et al., 2010; UDEM et al., 2011). Os compostos fenolicos estdo
entre as diversas substancias presentes nas folhas de batata-doce, sendo estas, as que possuem
0 maior nimero de atividades bioldgicas (SONG et al., 2011). Estes compostos pertencem a
um grupo diversificado de substancias, que tém como principais representantes 0s
flavonoides, metabdlitos secundarios que desempenham diferentes papéis na ecologia das
plantas (HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) e potenciais beneficios para a salde.

Assim, 0 teor médio de minerais em uma cultivar desenvolvida recentemente (‘Suioh’)
por Islam (2014), apresenta em torno de 117 mg de célcio, 1,8 mg de ferro, 3,5 mg de
Caroteno, 7,2 mg de vitamina C, 1,6 mg de vitamina E e 0,56 mg de Vitamina K para cada
100g de peso fresco das folhas. Niveis de ferro, calcio e caroteno estdo entre os primeiros,
comparado com outros vegetais (ISLAM, 2014).

A literatura etnofarmacoldgica registra o uso do cha das folhas para aumentar a
lactagdo, sendo o tipo “amarelo” especialmente aquele de polpa cor de abdbora detentor de 3-
caroteno em teor superior ao encontrado em cenoura, sendo seu uso recomendado como
alimento-remédio e indicado contra a deficiéncia de vitamina A (JOSE, 2012).

Neste sentido, Silva et al. (2010), realizaram um estudo sobre o uso de plantas
medicinais em saude bucal e observaram que a batata-doce foi a planta com o maior nimero
de indicagdes de uso em saude bucal. Usada em extraces dentarias, dor de dente, feridas na
boca, hemorragia, abscessos, gengiva inflamada e aftas; utilizada também para alteracdo na
cavidade oral, combater gengivites, pulpites, dor de dente e aftas, além de evitar a reproducao
de bactérias cariogénicas.

Observa-se que as folhas de batata-doce sdo ricas em nutrientes e tém grande

potencial de serem usadas para consumo humano. Além do que elas contém importantes
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niveis de polifendis e carotendides, os quais podem ser usados como antioxidantes e também,

como corantes alimenticios e farmacéuticos.

3.2.1 Caracteristicas fitoquimicas das batatas-doce: BRS Amélia, BRS Cuia, BRS
Coquinho, BRS Rubissol e Brazlandia Rosada.

A Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA), apresenta algumas
nomenclaturas para a batata-doce. Sao elas: Acesso e Cultivar.

Acesso: Refere-se as espécies produzidas na regido em estudo, as quais ainda estéo
sem registro na CNPH-EMBRAPA. E Cultivar. Refere-se as espécies ja registradas pela
EMBRAPA.

Dentre as cultivares produzidas no RS e no Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA, 2011), vinculadada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), afirmaram que algumas espécies de batata-doce, produzidas na
regido Sul do Pais, e pertinentes a este estudo, apresentam as seguintes caracteristicas

nutricionais:

a) BRS Amélia: Com casca de coloracdo rosa clara, essa cultivar € rica em pro-Vitamina A.
Seu alto teor de suculéncia, sabor e polpa alaranjada sdo bastante apreciados pelos
consumidores. Quando cozida, a textura é Umida e melada, macia e extremamente doce. Ela
apresenta qualidades nutricionais e produtividade bem acima da média das cultivares
disponiveis no mercado e & comercializada pelos Escritérios de Negdcios da Embrapa
Transferéncia de Tecnologia em Canoinhas (SC) e em Capédo do Ledo (RS) (EMBRAPA,

2011).
Figura 2- Batata-doce: BRS- AMELIA

Fonte: EMBRAPA, (2011).
b) Brazlandia Rosada: De pelicula externa rosa e polpa creme. O formato é alongado,
bastante uniforme. O ciclo é de 120 a 150 dias, com produtividade média de 30t/ ha. Quando
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colhida muito tarde, produz batatas graddas, de elevado peso médio. E também resistente aos
nematoides M. j avanica e M. Incognita (EMBRAPA, 2011). Figura 3:

Figura 3: Batata-doce Brazlandia Rosada

Fonte: EMBRAPA, (2011)

¢) BRS Rubissol: Apresenta forma redondo-eliptica com boa uniformidade. A casca tem
cor purpura intensa (vermelho-rubi) com leve aspereza ao tato. A polpa é de cor creme
tendendo ao amarelo, com pontuacdes em amarelo mais intenso. Possui excelentes
caracteristicas para consumo de mesa e também pode ser utilizada no processamento
industrial. Destaca-se por apresentar expressiva produtividade, com média muito superior
a obtida atualmente nas regides produtoras brasileiras, boa uniformidade e aparéncia das
batatas. Tem como diferencial a coloracdo de casca em tonalidade pdrpura e polpa
levemente amarelada quando crua. E muito doce e com textura farinhenta ap6s cozida ou

assada (EMBRAPA, 2011). (Figura 4):
Figura 4: Batata-doce BRS Rubissol

Fonte: EMBRAPA, (2011)

b) BRS Cuia: Tanto a casca, quanto a polpa tem coloragdo creme (mas em tonalidades
diferentes) e pode chegar a até 60 toneladas por hectare. Ganha destaque na questao culinaria,
devido a uniformidade e ao tamanho, relativamente grande das batatas e também, apresenta
boa adequacao ao processo industrial (EMBRAPA, 2011). (Figura 5):
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Figura 5- Batata-doce: BRS CUIA

Fonte: EMBRAPA, (2011).

d) BRS Coquinho: A cultivar Coquinho é originaria da Paraiba. Apresenta pelicula externa
amarela péalida, polpa branca, doce, delicada, com baixo teor de fibras. A polpa é bem seca e,
apos o cozimento, torna-se de cor branco-acinzentada. O formato das batatas é alongado ou
arredondado, desuniforme, variando de acordo com o tipo de solo. As batatas séo de porte
médio e raramente graddas. As folhas sdo de tamanho médio a grande nos plantios de
primavera/verdo, e pequenas nos plantios de outono. As folhas novas sdo verde-claras e
conforme maduram ficam verde intenso (EMBRAPA, 1995). (Figura 6):

Figura 6- Batata-doce: BRS COQUINHO

Fonte: EMBRAPA, (2011)

3.3 ESTRESSE OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS (ERS)

Nos dias atuais, existe um grande interesse em compostos com atividade antioxidante
principalmente, em funcdo das descobertas sobre o efeito das Espécies Reativas (ERs) no
organismo (HORN et al., 2015). O estresse oxidativo é o resultado de um desequilibrio entre a
geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo
de radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio.

A mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora. O
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sistema de defesa antioxidante tem a fungé@o de inibir e/ou reduzir os danos causados pela
acdo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais (BARBOSA et al., 2010).

Autores como Kupsco; Schlenk, (2015) e Balmus et al. (2016), afirmam que, apesar
de as ERs serem parte importante em processos fisioldgicos do organismo, exercendo
atividade de grande importancia no envelhecimento, transformagéo e morte celular, quando
presentes em excesso, podem acarretar efeitos prejudiciais ao organismo, causando danos
oxidativos em biomoléculas como os lipidios e as proteinas, além de alteracdo no DNA das
células, que quando néo reparados podem desencadear mutacdes e citotoxicidade.

Neste contexto, para Carocho-Ferreira (2013), as Espécies Reativas (ERs) sdo
produzidas a partir do oxigénio (EROs), nitrogénio (ERNs) e/ou enxofre (EREs) como
resultado do metabolismo celular normal e sdo divididas em radicais livres e ERs néo
radicalares. As ERs sdo moléculas liberadas pelo metabolismo do corpo com elétrons
altamente instaveis e reativos, que podem causar doencas degenerativas, envelhecimento e
morte celular (CEPE, 2013).

As ERs sdo radicalares que possuem pelo menos um elétron desemparelhado em seus
orbitais externos, permitindo a transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas. Em geral
sdo instaveis, possuem uma meia vida muito curta e reagem rapidamente com diversos
compostos e alvos celulares. Os radicais livres de maior importancia fisioldgica séo: ion
hidroxila (OH"), ion peroxil (HOH"), anion superoxido (O2") e peroxinitrito (ONOO"). J& as
ERs ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202) e o &cido hipocloroso (HOCI),
ndo possuem elétrons livres, sendo, portanto, menos instaveis que os radicais livres, mas
também podem reagir com moléculas na sua redondeza (BIRBEN et al., 2012).

Atualmente, sabe-se que o estresse oxidativo esta associado ao denvolvimento de
diversas patologias como o cancer, aterosclerose, diabetes mellitus, artrite reumatoide,
disfuncdes renais entre outras (KUPSCO; SCHLENK, 2015).

A figura 7, apresenta, de modo simplificado o processo de sintese do Estresse
Oxidativo, conforme Halliwell (2012) e Oga, (2014), adaptado pelo autor, (2018):
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Figura 7- Estresse Oxidativo

Estresse Oxidativo

v Peroxidagiode lipidecs THARS
¥ Carbonilagio d= proteinas PCs
¥ Danozzoc DINA

t
rrTT— —>  ESTRESSE
OXIDATIVO

Aunmento da Produgio de ERs

Atividade antioxidante

Fonte: Adaptado de Halliwell (2012) e Oga, et al., (2014).

3.3.1 Peroxidacao lipidica

Os lipidios sdo altamente suscetiveis a oxidagdo por radicais livres, processo
conhecido como peroxidacao lipidica, particularmente os &cidos graxos poli-insaturados com
duas ligacdes duplas cis, separadas por um grupo metileno (ABDALLA; SENA, 2008).

De acordo com Ayala; Mufioz; Arglelles (2014), os lipidios sdo componentes
estruturais das membranas celulares que participam na formacdo da barreira de
permeabilidade das células e organelas subcelulares sob a forma de bicamada lipidica. Além
disso, podem controlar o estado fisioldgico de uma organela modificando seus aspectos
biofisicos, tais como a polaridade e permeabilidade, podendo atuar como moléculas de
sinalizacéo.

Uma das consequéncias do estresse oxidativo é a formacdo de produtos de
peroxidagdo lipidica, que é altamente prejudicial ao organismo, pois podem alterar a
permeabilidade, a fluidez e a integridade das membranas e, eventualmente, resultar em

citotoxicidade grave, dando origem ao crescimento celular descontrolado ou a morte celular,
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facilitando o desenvolvimento de varios estados patoldgicos e de envelhecimento acelerado
(UMESH; RAMANA, 2013).

A peroxidacdo lipidica, esta intimamente ligada ao estresse oxidativo e geralmente
se caracteriza pelo processo “reagdo em cadeia”, que é composta de trés passos basicos: a
iniciacdo, a propagacdo e a terminagdo. A iniciacdo é a etapa de inicio da peroxidacdo
lipidica, onde ocorre o ataque ao &cido graxo pela espécie reativa. Durante a fase de
propagacao, este radical peroxila abstrai um atomo de hidrogénio alélico de outro acido graxo
e assim sucessivamente. Por fim, na fase de conclusdo da reacdo, ocorre a destruicdo dos
radicais formados durante as reagdes iniciais, dando origem a produtos ndo radicalares
(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014), (Figura 8).

Figura 8- Principais rea¢des que ocorrem durante o processo de lipoperoxidagado
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Fonte: LIMA; ABDALLA, (2001).

Deste modo, o malondialdeido (MDA), um dos produtores da lipoperoxidacéao, €
amplamente utilizado como um marcador de peroxidacdo lipidica, encontrado no sangue e
urina, medido pela determinagdo quimica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), podendo ser utilizado como uma marcador de dano oxidativo a lipidios em
diversos processos, inclusive em patologias associadas ao estresse oxidativo (PIZZIMENTI et
al., 2013).
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3.3.2 Oxidacéo proteica

Tal como os lipideos, as proteinas também sdo alvos importantes para acdo de
oxidantes, por estarem em abundancia nos sistemas biologicos e por apresentarem-se em
constante reacdo (DAVIES, 2016).

Os principais alvos dos oxidantes nas condic¢Ges de estresse oxidativo séo as proteinas,
gracas a alta afinidade das EROs com estas biomoléculas e sua abundancia nos sistemas
bioldgicos (HOHN; KONIG; GRUNE, 2013). Essas reagGes frequentemente ocorrem em
residuos de metionina, cisteina, prolina, histidina, arginina, lisina, triptofano, tirosina,
fenilalanina e valina (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014)

Para Morais et al (2018), a oxidacdo direta de residuos de aminoacidos com EROs,
pode ser decorrente da carbonizacdo, através da formacdo de intermediarios reativos gerados
durante a peroxidacao lipidica, que pode reagir com o grupo sulfidrilo de cisteina, o grupo e-
amino de lisina ou o grupo imidazol de residuos de histidina, formando produtos finais
avancados da lipoxidagdo, ou produzido por meio da reacdo de agucares redutores ou dos seus
produtos de oxidacdo com residuos de lisina de proteinas, levando a formacdo de produtos
finais de glicacdo avancada.

Assim, a remocdo de proteinas oxidadas dos sistemas biologicos € um processo
continuo, mas quando a taxa de producdo é superior a sua remocao, a lesao celular passa a ser
evidente, estando associado a alteracdes bioquimicas e fisiologicas, que quando ndo reparadas
refletem em outras macromoléculas celulares como o DNA, podendo desencadear danos
irreversiveis (KEHRER; KLOTZ, 2015).

Infelizmente, os danos em proteinas tém grande influéncia na viabilidade celular,
haja vista que, quando irreversiveis, apresentam consequéncias deletérias sobre a estrutura e
funcdo das proteinas. Ademais, as proteinas danificadas e modificadas podem formar ligacdes
cruzadas e fornecer uma base para muitas alteracbes associadas a senescéncia e ainda
contribuir para uma variedade de patologias (HOHN, KONIG; GRUNE, 2013). ). Além disso,
0 aumento da carbonilacdo de proteinas foi relatado em diversas doencas como o Alzheimer,
Parkinson, artrite reumatoide, aterosclerose, diabetes mellitus tipo 1, diabetes gestacional e
Sindrome de Down (BARAIBAR et al., 2012).
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3.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Para neutralizar os efeitos causados pelo estresse oxidativo, 0 organismo faz uso de
um sistema antioxidante, que atua para manter um ambiente celular saudavel onde haja um
equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes. As moléculas antioxidantes, mesmo
presentes em baixas concentra+¢des, conseguem impedir, retardar ou até eliminar os danos
oxidativos causados a uma molécula alvo, mantendo assim o equilibrio redox no ambiente em
questdo (APOSTOLOVA, 2015).

Devido a alta quantidade de compostos que possuem reconhecida capacidade
antioxidante, tornou-se necessaria a classificacdo dos mesmos. Sendo assim, a classificacao
geral mais encontrada divide os antioxidantes quanto a sua origem, em: naturais ou sintéticos.
Os antioxidantes naturais, como o proprio nome diz, sdo obtidos de fontes naturais, e ndo em
laboratério, dentre eles apresentam-se as enzimas, vitaminas e compostos fendlicos
(BOROSKI et al, 2015). Os antioxidantes sintéticos, em geral, sdo compostos fendlicos
contendo varios graus de substituto de alquila, enquanto que os antioxidantes naturais podem
ser compostos fenolicos, lactona, quinona e os polifendis (APOSTOLOVA, 2015).

Cominetti et al. (2011), afirmam que antioxidante diz respeito a qualquer substancia
que, presente em baixas concentra¢es quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz, podendo ser encontrados naturalmente em
nosso organismo e em alimentos.

Os antioxidantes também sdo classificados com base em suas fun¢des, podendo ser
antioxidantes primarios ou secundarios. Berdahl, Nahas et al. (2010), classificam os

antioxidantes em:

a) Antioxidantes primarios: compostos que doam hidrogénio ou elétrons para os radicais
lipidicos (LOO* ou LO¢) e formam um radical antioxidante (A¢) de baixa energia que evita
oxidacdes adicionais:

LOOs + AH—> LOOH +A-

LO+AH —> LOH +A-
b) Antioxidantes secundarios: substancias que reagem com os hidroperoxidos (LOOH),
convertendo-os em formas mais estaveis. Essa acdo evita que os hidroperoxidos interajam

com metais e formem novos radicais livres alcoxi;
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¢) Quelantes: os antioxidantes desse grupo impendem a atividade catalisadora dos metais na

formagéo de radicais livres;

d) Supressores: substancias que desativam espéecies com alta energia, como oxigénio singlet

(*02) ou compostos fotoativos;

e) Sequestradores de oxigénio: substancias que reagem com oxigénio removendo-o do

sistema para evitar possiveis processos oxidativos;

f) Regeneradores (ou sinergistas): compostos que reduzem os radicais que sdo formados
guando um antioxidante primario doa um atomo de hidrogénio ou um elétron a um radical
livre.

Vizzotto (2018), também classifica os antioxidantes em dois sistemas, o enzimético
(enddgeno), o qual é formado por um conjunto de enzimas produzidas naturalmente pelo
organismo. No entanto, com o passar dos anos, a eficiéncia deste sistema de producéo tende a
diminuir. E além dos compostos antioxidantes enddgenos, a dieta, suplementos nutricionais e
plantas medicinais fornecem uma fonte de antioxidantes exdgenos como o &cido ascérbico
(Vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno, entre outros (SALUD et al., 2016).
Outra classificacdo é o sistema ndo- enzimatico, (exdgeno). Composto por grupos de
substancias como vitaminas, substancias vegetais e sais minerais que podem ser ingeridos por
meio da dieta alimentar. Fazendo parte deste grupo as vitaminas e outras substancias, como 0s
flavondides, licopeno e bilirrubina. Tais substancias podem agir diretamente, neutralizando a
acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas
enzimaticos com tal capacidade (V1ZZOTTO, 2018).

Além desses, algumas plantas também possuem acdo antioxidante ndo-enzimatica,
sendo capazes de atenuar os danos oxidativos induzidos por ERs, e muitos estudos in vitro
vem sendo utilizados para rastrear essas plantas com potencial antioxidante (KASOTE et al.,
2015).

O uso de plantas medicinais ricas em substancias antioxidantes podem reduzir os
riscos de inumeras doencas. Esta atividade benéfica das plantas deve-se, em grande parte, a
presenca de compostos bioativos como os flavonoides, antioxidantes polifenolicos que
possuem um largo espectro de atividades biolégica e farmacoldgica, sendo usadas no

tratamento de varios tipos de doengas (SALUD et al., 2016).
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Segundo a Food Ingredients Brasil, (FIB - 2009), de modo geral, os antioxidantes sao
um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos
naturais e outros compostos vegetais, e ainda, enzimas que bloqueiam o efeito danoso dos

radicais livres.

3.4.1 Compostos Fendlicos como Antioxidantes

Novaes et al. (2014), enfatizam que dentre as substancias com maior atividade
antioxidante estdo os compostos fendlicos, que sdo capazes de absorver e neutralizar as ERS,
podendo ser de origem natural ou sintético. Dentre os naturais, destacam-se as vitaminas A, E
e C, amplamente encontradas em frutas e vegetais e que possuem a capacidade de dificultar as
reacbes em cadeia, evitando os danos causados pelas ERs, além dos carotenoides,
flavonoides, entre outros, que sdo moléculas que também atuam no processo de sequestro de
ERs, sendo, portanto, antioxidantes indispensaveis aos organismos Vivos.

Os compostos fendlicos desempenham importante papel na protecdo celular, pois séo
capazes de sequestrar ou inibir as diversas espécies de oxigénio reativo, transferir elétrons
para radicais livres, ativar enzimas antioxidantes e inibir enzimas oxidases, desempenhando
forte acdo na prevencdo do estresse oxidativo, apontado como causa de algumas doencas,
como arteriosclerose, diabetes e doencas neurodegenerativas (DUMITRIU et al., 2015).
células cancerigenas (JARA-PALACIOS et al., 2015).

A tabela 3 apresenta as principais classes de compostos fendlicos em funcdo do peso

molecular.

Tabela 3- Principais classes de compostos fendlicos em fungdo do peso molecular
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Peso Molecular Estrutura Classe Subclasse Exemplos
Baixo C6-C1 Acidos Vanilico, gélico,
hidroxibenzéicos elagico, salicilio
C6-C3 Acidos Cumarico, caféico,
hidroxicinamicos ferulico, sindpico
Intermediario C6-C3-C6 Flavondides Antocianidinas Apigenidina,
Flavondis Cianidina
Flavanois Quercetina,
Flavononas Miricetina (+)-
Flavonas Catequina
Isoflavonas Naringenina
Chalconas Apigenina,
Luteolina
Genisteina,
Daidzeina
Alto (C6-C1)n Taninos
hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos
condensados

Fonte: Escarpa e Gonzalez, (2001).

3.4.2 Flavonoides

O doutor Szent Gyorgy, teve o primeiro contato com os flavonoides no ano de 1930.
Ao estudar a casca do limao ele isolou a citrina e observou que a esséncia da fruta tinha alto
carater de controle da permeabilidade dos capilares. Essa classe do metabolismo secundario
das plantas é obtida da via dos fenilpropandides, os chamados polifendis (MARTINEZ-
FLORES et al., 2002).

As plantas desenvolvem mecanismos de defesa enzimaticos e ndo-enzimaticos,
capazes de neutralizar a citotoxidade das EROs (JUROWSKI et al., 2014). Assim, o sistema
de defesa antioxidante (constituido por compostos enzimaticos e n&o-enzimaticos), esta
presente tanto no organismo (dentro das células ou na circulagdo sanguinea), como nos
alimentos ingeridos (GOUVEIA e LIMA, 2017).

De acordo com Pereira et al.(2015), os flavonoides pertencem ao subgrupo dos
polifendis, sendo denominados metabdlitos secundarios, presentes em frutas e vegetais, uma

vez que sd@o amplamente distribuidos na natureza, embora, ndo uniformemente, porém, grupos
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especificos de alimentos muitas vezes constituem fontes ricas de uma ou mais subclasses
desses polifendis. Suas propriedades biologicas estdo relacionadas com a atividade
antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio.

Ainda em relacdo a compostos antioxidantes, Burk e Hill (2015), afirmam que o
selénio e zinco sdo minerais reconhecidos por sua ac¢ao inibidora do processo oxidativo. O
selénio faz parte do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase, que atua reduzindo
hidroperdéxidos, como o peréxido de hidrogénio. O zinco é componente da estrutura da
superdxido dismutase, enzima catalisadora da reacdo de dismutacdo do anion superéxido em
perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (JUROWSKI et al., 2014).

Além disso, Koekkoek e Van Zanten (2016), alegam que as vitaminas A, C e E
desempenham grande papel antioxidante. A vitamina E tem atividade na membrana celular,
eliminando radicais livres e, assim como a vitamina A, evita a peroxidacdo lipidica. A
vitamina C possui atividade no meio aquoso celular, prevenindo reagdes de oxidacao, devido
ao seu poder redutor.

O fluxograma abaixo apresenta a classificacdo e exemplos de antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimaticos (Figura 9).

Figura 9- Classificagdo hierarquica de diferentes componentes orgénicos e inorganicos em enzimaticos e ndo
enzimaticos que apresentam atividade antioxidantes
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Fonte: Adaptado de Ratnam et al., (2006).
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3.4.3 Sistema Enzimatico

O organismo conta com uma linha de defesa enzimaética contra os danos oxidativos.
Assim, a atividade das enzimas muitas vezes depende da participacdo de cofatores
enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem dietética, tais como Glutationa, Vitamina
C, E Flavonoides, Quercetina, Luteina, Clorofila, Selénio (TURECK et al., 2017). Tais
cofatores podem diferir de acordo com os compartimentos celulares de agéo das enzimas. A
enzima superdxido dismutase (SOD) pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, é
dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocondria, necessita do manganés
como cofator (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas formas: dependente e independente
de selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocéndria (HALLIWELL, 2012).

Abaixo, segue tabela referente ao Sistema enzimatico antioxidante, de acordo com sua

reacao bioldgica e sua acdo (Tabela 4):

Tabela 4- Sistema enzimatico antioxidante, conforme sua reagdo bioldgica e seus sitios de acao

Enzima (Sigla) Acéo Bioldgica Locais
Superéxido Dismutase Catalisa a dismutacéo do Oz Abundante nas células aerdbicas
(SOD) convertendo-o em H2 Oz (menos reativo

e pode ser degradado por outras enzimas)

Catalase Catalisa a agua e 0 oxigénio para Eritrocitos e bacgo, rins dos mamiferos e figado
(CAT) formagéo de H2 O2
Glutationa Peroxidase Catalisa a reducéo de Hz2 Oz e perdxidos Citosol
(GSH Px) organicos para seu alcool

correspondente, sendo que a glutationa
opera em ciclos entre a sua forma
oxidada e sua forma reduzida

Glutationa Redutase Mantém o sistema de protegdo celular Figado e linfonodos
(GSH Rd) integro através da redugéo da forma
oxidada (GSSG) para a forma (GSH
reduzida)

Fonte: Adaptado de Oliveira e Schoffen, (2010).
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3.4.4 Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e
Glutationa Redutase (GSH Rd)

A enzima superoxido dismutase (SOD) € a primeira enzima na eliminacdo do anion
superoxido. Uma de suas fungbes € comum as duas formas: converter Oz em HxO2 e a
diminuicdo dessa atividade associa-se com o0 estresse oxidativo na sindrome metabolica
(YOKOTA et al., 2013).

Presente na maioria das células aerobicas, a enzima Catalase (CAT) é indispensavel
para desintoxicacdo das células das plantas em condigdes de stress (bidticos e/ou abidticos),
sendo responsavel também, pela dismutacdo direta de peréxido em H2O e O, reduzindo o
conteddo (H207). Entretanto, a enzima € a principal via de degradacdo H20- e, portanto, a
inibicdo da atividade de catalase resulta na ativacdo da resisténcia sistémica adquirida nas
plantas. A CAT proporciona aumento na tolerancia ao estresse, passando a ajudar na
regulacdo das respostas e aclimatagdo aos estresses ambientais e humanos (MONTEIRO,
2017).

Neste contexto, observa-se que a Glutationa Peroxidase (GPx) é uma enzima
antioxidante que contém selénio e, além de reduzir efetivamente o H202, reduz também
peroxidos lipidicos a lipidios alcodlicos. Essas enzimas estdo presentes no citoplasma em
concentra¢fes milimolares e também estdo presentes na matriz mitocondrial. O desequilibrio
redox estd envolvido na patogénese e progressao de distintas doencas, incluindo as
neurodegenerativas, o cancer, as cardiovasculares, o diabetes mellitus e a hipercolesterolemia.
Estas patologias apresentam como caracteristicas em comum a inflamacdo cronica que,
juntamente com o estresse oxidativo, formam um bindmio importante no desenvolvimento
das mesmas (DE GROOT et al., 2012).

Por fim, a Glutationa Redutase (GSH Rd), é a enzima responsavel pela reducdo da
GSSG a GSH. Os sitios ligantes para GSSG estdo situados na interface das duas subunidades
que constituem a estrutura quaternaria da glutationa redutase, sendo que cada uma tem um
dominio distinto com um sitio ligante para 0 NADPH. Ela apresenta-se como um alvo para o
desenvolvimento de varios tipos de farmacos (GOUVEIA e LIMA, 2017).

Conforme Barbosa et al. (2010), a glutationa redutase possui acdo antioxidante devido
a ligacédo dissulfeto de sua estrutura. Deste modo, observa-se sua importancia para o sistema
de defesa antioxidante, uma vez que ela catalisa a reducdo da glutationa oxidada a glutationa
reduzida (GSH Rd).
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3.5 SISTEMA NAO-ENZIMATICO

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui, especialmente, os compostos antioxidantes
de origem dietética, entre 0s quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fendlicos. O
acido ascorbico (vitamina C), carotenoides, licopeno, luteina bioflavonoides, como a
genisteina e a quercetina, 0s taninos, as catequinas, a-tocoferol ¢ B-caroteno, precursores das
vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes.
Outros carotenoides como licopeno, luteina e zeaxantina, também apresentam potencial
antioxidante (MOSCA et al., 2017).

3.5.1 Antioxidantes Dietéticos: Vitaminas, Minerais e Polifenois

3.5.1.1. Vitamina C e Carotenoides,

Vitamina C é o nome geneérico dado ao acido ascérbico, uma vitamina hidrossoluvel
essencial para a saude do ser humano, porém, ndo é sintetizada pelo organismo, sendo
necessario adquiri-la de forma exdgena, através da dieta, sendo um antioxidante em potencial.
No entanto, a presenca de metais de transicdo como o ferro possibilita sua acdo oxidante,
tornando-a capaz de produzir espécies radicais (OHe) e ndo-radicais (H202) ( BARBOSA et
al, 2010).

A denominacdo carotenoides é derivada do nome cientifico da cenoura, Daucus
carota, primeira fonte de caroteno ([3-caroteno) isolada por Wackenroder em 1831. Os
carotenoides pertencem a um grupo de mais de 700 pigmentos lipossollveis e uma
bioproducdo anual de 100 milhdes de toneladas torna os carotendides uma das classes de
pigmentos mais difundidas na natureza. Dentre as estruturas de carotendides,
aproximadamente 50 possuem atividade bioldgica e deste total cerca de 40 podem ser
encontradas em alimentos (LERFALL, 2016).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pela cor amarela, laranja ou
vermelha de muitos alimentos, uma propriedade de importancia tecnoldgica uma vez que a
cor é o atributo que mais influencia a aceitacdo dos alimentos. Nos dias atuais, estudos tém
mostrado outras atividades bioldgicas atribuidas aos carotenoides, como fortalecimento do
sistema imunoldgico e a diminuicdo do risco de doencas degenerativas como cancer, doencas
cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata (RODRIGUES-AMAYA, 2008).

A estrutura de alguns carotenoides encontrados em alimentos estdo apresentados na

figura 10.
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Figura 10- Estrutura quimica de alguns carotenoides encontrados em alimentos.
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Fonte: Adaptado de Leite, (2017).

Levando em consideracdo somente os alimentos que contém mais de 20 pg/g de
carotenoides importantes para a salde. As fontes ricas nesse nutriente encontram-se,
principalmente, nas frutas palmaceas e também em alguns tubérculos como a batata-doce,
sendo uma importante fonte de B-caroteno em muitos paises, especialmente na Africa. No
Brasil, entretanto, esse tubérculo ndo € tdo popular e as variedades comercializadas s&o
usualmente brancas, ou seja, de baixo conteido em carotenoides (RODRIGUES-AMAYA,
2008).

3.5.1.2 Vitamina E

A vitamina E € uma vitamina razoavelmente resistente ao calor e a acidos e instavel a
alcalis, luz ultravioleta e oxigénio, ela é destruida quando ha presenca de gorduras rangosas,
chumbo e ferro. Ela pode ser encontrada em alimentos de origem animal e vegetal. A gema de
ovo e a carne de figado s@o as maiores fontes de vitamina E. Enquanto os vegetais verde-
escuros, sementes oleaginosas, Oleos vegetais e germem de trigo sdo consideradas as

principais fontes de vitamina E de origem vegetal (DA SILVA et al., 2017). Dentre as fontes
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de origem vegetal, a polpa de batata-doce e, principalmente, a folha de batata-doce
apresentam considerdveis concentracfes de vitamina E que, em associa¢do com carotenoides,
favorecem o equilibrio da biodisponibilidade de sais minerais para 0 organismo,
principalmente na regulacdo do binémio ferro e zinco (MOHANRAJ; SIVASANKAR, 2014;
INFANTE et al., 2017).

A importancia da vitamina E como alimento funcional deve-se ao seu elevado poder
antioxidante, desempenhando importante fungdo na protecdo das membranas das células e das
lipoproteinas plasmaticas contra a lesdo causada pelos EROs (VROLIK et al., 2015). A
vitamina E é capaz de neutralizar as EROS devido ao grupo hidroxila no anel cromanol
fornecer prontamente um elétron ou um grupo hibrido para radical livre, provocando sua

estabilizacdo (Figura 11).

Figura 11- Representacéo esquematica da atividade antioxidante da vitamina E em uma rota metabolica nas
membranas celulares e lipoproteinas.
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2017).

Para Vrolijk et al.(2015), a acdo antioxidante da vitamina E é explicada pelo fato de
fornecer atomos de hidrogénio para as membranas celulares, impedindo a reagdo em cadeia

que se propaga nas membranas lipidicas Estudos indicam que a vitamina E pode modular a
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arteriosclerose por outros mecanismos, incluindo a inibicdo da adeséo e a reducdo do dano
oxidativo de células imunes e endoteliais, além de inibir a proliferacdo de células musculares
lisas (DA SILVA et al., 2017). A funcdo antioxidante da vitamina E tem sido amplamente
estudada, uma vez que faz parte de um sistema de protecdo que envolve outros componentes,
como o acido ascorbico e o selénio (CHITCHUMROONCHOKCHAI et al., 2017).

3.5.1.3 Minerais

Os minerais sao elementos inorganicos e estdo presentes na maioria dos alimentos que
consumimos, seja de origem vegetal ou animal, os quais desempenham importantes func¢oes
bioldgicas no organismo de seu consumidor. Estes elementos ndo séo sintetizados pelo corpo,
por isso sua ingestdo diaria é recomendada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para a
manutencdo da salde e o bom funcionamento do organismo (LEITE, 2017). Além disso, 0s
efeitos dos minerais tragos, como Cu, Mn, Zn em enzimas antioxidantes como a catalase e
superoxido dismutase e o Se pela importancia na formacao da glutationa peroxidase tem sido
amplamente reportados na literatura (FERNANDES; MAFRA, 2016).

Assim, a castanha-do-Brasil é a principal fonte de selénio conhecida até o0 momento,
haja vista que o Selénio é um elemento essencial para 0 homem e seu estudo é de grande
interesse devido as suas propriedades antioxidantes e anticancerigenas. No entanto, hd um
intervalo de concentracdo entre o nivel essencial e o toxicolégico, no qual doses toxicas sdo
100 vezes maiores do que aquelas necessarias para as fungdes fisioldgicas. Além disso, o
selénio atua como componente da enzima glutationa (GSH-Px), auxiliando na atividade
antioxidante e, consequentemente, como radioprotetor (ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2008).

Outro mineral importante é o zinco. Um componente estrutural da superoxido-
dismutase (SOD), presente no citoplasma de todas as células e que catalisa a conversdo de
dois radicais, ion superédxido e peroxido de hidrogénio, reduzindo a toxicidade das espécies
reativas do oxigénio (FERNANDES; MAFRA, 2016).

Dessa forma, o manejo empregado no cultivo das plantas da batata-doce pode
influenciar na qualidade nutricional e no conteddo mineral das raizes. A absorcdo e
consequente contedo de minerais nas batatas-doces dependem das caracteristicas da planta,
das condigcBes ambientais e do solo utilizado para sua producdo (ROS; NARITA; HIRATA,
2014).

Assim, é necessario uma série de estudos que permita conhecer a distribuicdo destes
componentes e suas influéncias em diferentes rotas metabdlicas e do potencial para atuar
como agentes antioxidantes para o combate das EROs (FERNANDES; MAFRA, 2016).
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3.5.1.4 Polifenois

Os polifendis apresentam varias outras acGes biologicas especificas, ainda pouco
compreendidas, entretanto, diferentes estudos tem demonstrado de forma efetiva as
propriedades antioxidantes de diferentes fontes de origem vegetal (ISLAM, 2014)

Os polifendis formam grupos heterogéneos, que se dividem em dois subgrupos: os
flavonoides e os nao flavonoides, sendo ambos compostos de baixo peso molecular,
denominados metab6litos secundarios, presentes em frutas e vegetais (JOSE; CHAVES
CARVALHO; WIEST, 2015).

Os flavonoides tem a estrutura quimica C6-C3-C6 e englobam uma classe de
pigmentos naturais sendo que as duas partes da molécula com seis carbonos sdo anéis
aromaticos. A atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio
representa a principal propriedade bioldgica dos polifendis (ISLAM, 2014).

Em relacdo aos flavonoides se observa ampla distribuicdo na natureza de modo
heterogéneo. Portanto, grupos especificos de alimentos muitas vezes constituem fontes ricas
de uma ou mais subclasses desses polifendis (VIZZOTTO et al., 2018). A andlise fitoquimica
de folhas de batata-doce de polpa do tipo “amarelo”, especialmente aquele de polpa cor de
abdbora revelou, além do amido, quantidades de flavonoides livres e glicosideos de renol e
borneol e triterpenoides especiais (ISLAM, 2014; JOSE; CHAVES CARVALHO; WIEST,
2015).

Conforme a literatura cientifica, diferentes estudos envolvendo a analise fitoquimica
das folhas de batata-doce tem demonstrado que esta estrutura é rica em polifendis, entre eles
as antocianinas e os acidos fendlicos como o &cido caféico, acido monocafeoilquinico (acido
clorogénico), acido dicafeoilquinico e acidos de tricafeoilquinico. Quando comparado com
outras fontes de origem vegetal tem sido observado concentracdes de polifendis superiores
que em outras hortalicas (ISLAM, 2014; JOSE; CHAVES CARVALHO; WIEST, 2015).
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3.6. Potencial antioxidante da batata-doce

A batata-doce é uma excelente fonte de compostos antioxidantes, como 0s compostos
fenolicos que incluem acidos fendlicos e antocianinas, carotenoides e tocoferdis. Estes
compostos bioativos atuam como neutralizadores de radicais livres dependendo das cores
caracteristicas dos cultivares (PARI, 2015). Assim, Y1 et al. (2010), mostraram que as
antocianinas poderiam inibir a injuria oxidativa de células do endotélio em virtude das suas
estruturas delas, tendo assim um efeito protetor contra a oxidacao do LDL.

Além de amidos simples, batata-doce é rica em carboidratos complexos como fibra
dietética, minerais como potassio e fdosforo, vitaminas como a tiamina, vitamina A,
betacaroteno, vitamina B2, vitamina C e vitamina E e compostos antioxidantes. A raiz, no
entanto, ndo contém gorduras saturadas ou colesterol (MOHANRAJ & SIVASANKAR,
2014). A composicdo quimica da batata-doce varia com o cultivar, condi¢Bes climaticas,
época da colheita, tratos culturais, duracdo e condi¢des de armazenamento (RISSO, 2014).

Pesquisadores como Miyazaki et al. (2008), avaliaram o potencial protetor das
antocianinas da batata-doce roxa, da cultivar Ayamurasaki (APSP), contra a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) in vitro e o desenvolvimento da leséo aterosclerdtica
em ratos com deficiéncia de apolipoproteina E., onde foi dada uma dieta enriquecida com
colesterol e gordura, com e sem 1% de APSP, adicionado por 4 semanas na dieta de
camundongos com 6 semanas de idade. As antocianinas da APSP foram capazes de aumentar
a resisténcia da LDL a oxidagdo, comparado ao acido L-ascorbico. Os animais que receberam
a dieta suplementada com antocianinas da batata-doce roxa apresentaram uma reducdo nas
lesoes ateroscleraticas (45%), nos niveis de TBARS (substancias que reagem com o acido L-
ascorbico. Os animais que receberam a dieta suplementada com antocianinas da batata-doce
roxa apresentaram uma reducdo nas lesoes ateroscleroticas (45%), nos niveis de TBARS
(substancias que reagem com o acido tiobarbitarico) no figado e nos niveis plasmaticos de
VCAM-1 (molécula-1 de adesao da célula vascular). Porém, o APSP ndo demonstrou efeito

no perfil lipidico no plasma e no figado.
3.6.1 Capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante pode ser considerada um marcador sensivel e efetivo para

detectar mudancas no estresse oxidativo in vivo, permitindo a elucidagao de fatores

fisioldgicos e nutricionais importantes, e ainda, oferecendo informac6es sobre absor¢éo e
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biodisponibilidade de compostos antioxidantes (GHISELLI et al., 2000).Véarios métodos séo
usados para elucidar o perfil total de atividade antioxidante, por isso é necessaria a utilizacao
de duas ou mais técnicas (PRIOR et al., 2005).

De acordo com Huang et al. (2005), os principais métodos usados para avaliar a
capacidade antioxidante podem ser divididos em dois grupos: (i) baseado na reacdo de
transferéncia de elétrons, representados pelo método de sequestro de radicais livres, DPPH e
(ii) baseado na reagao de transferéncia de atomos de hidrogénio, representado pelo ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity).

O método DPPH (2,2- Difenil-1 picrilhidrazila) se fundamenta na habilidade de
antioxidantes presentes na amostra, se ligarem com o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um
radical livre organico estavel. A absorcdo maxima do DPPH € a 515 nm. O decaimento de
absorbancia do DPPH quando esta na presenca de um antioxidante indica a transferéncia do
atomo de hidrogénio e/ou elétrons para eliminar o radical DPPH, o radical DPPH pode ser
reduzido por um antioxidante ou espécies radicais livres. Conforme o radical é extinto por
antioxidantes a cor da solucdo pode ser visualizada pela mudanca da cor de violeta para
amarelo claro e a absorbancia vai decaindo (SUN et al., 2007).

Frequentemente, usa-se 0 método DPPH para determinacdo rapida de capacidade
antioxidante em extratos de alimentos, existem, porém, algumas limitacbes. Uma delas, foi
apresentada por Bondet at al. (1997), que reportaram que muitos antioxidantes fendlicos
reagiram de forma continua e lenta com o DPPH, chegando a ser estavel entre 1 e 6 horas, 0

que sugere que a atividade antioxidante poderia ser avaliada ao longo do tempo.

4. ESTRATEGIAS ANALITICAS PARA EXTRACAO DE COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES

Os compostos bioativos de materiais vegetais como moléculas com capacidade
antioxidante e extrativos podem ser extraidos por varios métodos analiticos classicos ou
convencionais de extragdo ou meétodos analiticos ndo convencionais. A maioria desses
métodos analiticos baseiam-se no poder de extracdo de diferentes solventes em uso e na
aplicacdo de calor e/ou transferéncia de massa (AZMIR et al., 2013).

Para obter compostos bioativos de plantas, os métodos analiticos classicos existentes
sdo: i) extracdo de Soxhlet, ii) maceracdo e iii) hidrodestilacdo. Os principais desafios da

extracdo convencional sdo o tempo de extragdo mais longo, o requisito do solvente caro e de
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alta pureza, a evaporagdo da grande quantidade de solvente, baixa seletividade de extragéo e a
decomposicdo térmica de compostos termolébeis. Neste sentido, alguns dos métodos
analiticos mais promissores sdo extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por
enzimas, extracdo assistida por micro-ondas, extracdo assistida por campo elétrico pulsado,
extracdo de fluido supercritico e extracdo liquida pressurizada. Alguns desses métodos sao
considerados como "métodos analiticos verdes", pois cumprem os padrdes estabelecidos pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) no que tange o consumo de

reagentes, consumo de energia e geracdo de residuos perigosos (AZMIR et al., 2013).

4.1. Estratégias analiticas para determinacdo da Capacidade Total Oxidante e

Compostos Bioativos

Existem varios métodos analiticos para a determinacdo da capacidade antioxidante de
um componente fitoquimico (AZMIR et al., 2013). De qualquer modo, Pisoschi e Negulescu
(2011), propbem o agrupamento desses métodos quanto ao principio da técnica analitica
podendo ser espectrométricos, eletroquimicos ou cromatograficos.

No grupo das técnicas espectrométricas, o produto final de determinacdo pode ser
obtido: 1) por colorimetria (com reagente DPPH- (2,2- Difenil-1 picrilhidrazila); ABTS-( 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) FRAP (Ferric. Reducing Antioxidant
Power- Poder antioxidante de reducéo do ferro) ; ou CUPRAC- (copper reducing antioxidant
capacity- Método de reducdo do cobre); 2) pela perda de fluorescéncia ou fluoresceina
(reagente ORAC e HORAC); 3) intensidade de quimioluminescéncia (reagente TRAP-
fosfatase acido resistente ao tartarato); 4) pelo espectro de emissdo do composto bioativo
(Fluorimetria) (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011).

Nas técnicas analitica eletroquimicas, o produto final de determinacéo pode ser obtido:
1) pela medicdo da intensidade do pico catddico/anddico (Voltametria Ciclica); 2) pela
medicdo da intensidade da corrente gerada pela oxidacdo / reducdo de um analito
eletroativizado (Amperometria); 3) ou pela medicdo da corrente que flui entre dois eletrodos
de trabalho idénticos, com uma pequena diferenca de potencial e imerso em uma solucao
contendo a amostra analisada e uma dupla redox reversivel (Bio-amperometria) (PISOSCHI;
NEGULESCU, 2011).

Em relacdo as técnicas cromatograficas hd aqueles determinados por cromatografia

gasosa (CG) ou cromatografia liquida (CL). Na CG a separacdo dos compostos numa mistura
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baseia-se na reparticdo entre uma fase estacionaria liquida e uma fase movel de gas com
posterior deteccdo por ionizacdo do composto bioativo, por condutividade térmica ou
deteccdo por espectrometria de massa. Enquanto que na CL a separagdo dos compostos numa
mistura baseia-se na reparticdo entre uma fase estacionaria sélida e uma fase maovel liquida
com diferentes polaridades, com alta taxa de fluxo e pressdo da fase movel e a deteccdo pode
ser realizada por UV-VIS (por exemplo, matriz de diodos), fluorescéncia, espectrometria de

massa ou deteccéo eletroquimica (AZMIR et al. 2013).

5 USO DO HERBICIDA 2,4 D EM CELULAS HUMANAS

A exposicdo aos agrotoxicos é um problema que envolve toda a sociedade. Esses
produtos vém sendo utilizados em quantidades que aumentam a cada ano. Séo utilizados na
agricultura, pecuaria, no combate a vetores, como domissanitarios, preservantes de madeiras e
com outras finalidades (COSTA et al., 2016).

O composto diclorofenoxiacetato (2,4-D), foi o primeiro herbicida organico, seletivo e
de aplicacdo em pos-emergéncia desenvolvido no mundo. Juntamente com a revolucéo verde,
ele contribuiu para a elevacdo da produgdo dos cereais nas décadas posteriores a 1950
(STERLING & HALL, 1997).

O 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) é um dos herbicidas mais utilizados no
controle de plantas daninhas de folhas largas do que a agricultura brasileira e mundial, que é
potencialmente toxica para os seres humanos (BOIVIN, 2005). O solo € um dos seus destinos
finais.

Esse produto é uma auxina sintética que pode ser utilizada como regulador de
crescimento vegetal ou como herbicida para o controle de espécies daninhas dicotiled6neas
(MORTENSEN et al., 2012). O principal mecanismo apontado para acdo desse herbicida nas
plantas é a estimulacdo da producdo de acidol-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC)
sintase, enzima responsavel pela biossintese do horménio etileno. De acordo com Grossmann
(2010), o aumento da concentracdo deste horménio acelera a senescéncia das plantas e, ao
final, a morte. Entre as auxinas sintéticas existem quatro grupos quimicos: fenoxialcanoatos
(2,4-D, 2,4-DB, MCPA e MCPB), benzoatos (dicamba), piridinacarboxilatos (clopyralid,
fluroxipyr, picloran e triclopyr) e quinolinocarboxilatos (quinclorac e quinmerac) (DI MEOQ,
2012).

O Rio Grande do Sul (RS) é um Estado onde as atividades agropecuarias representam

importante atividade econémica. A agropecudria, no seu modelo produtivo convencional,
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utiliza como insumo um grande volume de agrotoxicos e sua atividade agricola segue o
modelo nacional, com intenso uso destes e de adubos quimicos (COSTA et al., 2016).

No entanto, segundo Nucleo de Estudos Agrarios e Desenvolvimento Rural — Nead do
Ministério do Desenvolvimento Agrario, a exposicdo ao uso de herbicidas a base de 2,4-D
representa perigos a saude, podendo causar desregulacdo enddcrina, perturbagdes nas funcdes
reprodutivas, alteracbes genéticas (efeito genotdxico), efeitos cancerigenos e o
desenvolvimento da doenca neurodegenerativa de Parkinson (FIOCRUZ, 2014).

Infelizmente, no Brasil, boa parte dos mais importantes herbicidas ndo tem os limites
maximos permitidos fixados por qualquer regulamentacdo, e quando detectados em
mananciais, normalmente, estdo em concentracdes acima dos critérios adotados pelos Estados
Unidos e/ou paises europeus. Dentre os herbicidas, alguns dos mais detectados e
quantificados sao: atrazine, clomazone, diuron, glyphosate e 2,4-D (SANTOS et al., 2013).

No presente estudo, foram pipetadas 200puL do herbicida 2,4-D, sendo este, o valor

maximo permitido, utilizado nas lavouras do Rio Grande do Sul.



49

6. MATERIAL E METODOS

6.1 Delineamento do estudo

Este estudo faz parte do projeto Batata-doce: uma alternativa para a agricultura
familiar, idealizado pelo Polo de Inovacdo Tecnoldgica do Alto Jacui, financiado pela
Secretaria de Desenvolvimento Econémico, Ciéncia e Tecnologia/ SDECT-RS, Banco
Mundial e Simbiose-Agro.

Ele também é oriundo do projeto: Estudo do Efeito antioxidante de diferentes
principios ativos, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da UNICRIZ,
sob o parecer consubstanciado, n° 273.167, de acordo com a Resolucdo do CNS n°.
466/2012.

6.2 Procedimento do Estudo

6.2.1. Preparo do Extrato das folhas de batata-doce
A figura 12 apresenta o fluxograma referente ao preparo dos extratos das folhas de

batata-doce.

Figura 12- Fluxograma do preparo dos extratos das folhas de batata-doce.
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Fonte: Adaptado de MORRISON, et al. (1995); WOISKY e SALATINO, (1998); CHANDRA e MEIJIA,
(2004); SIMOES, et al. (2010).
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7. COLETA DAS FOLHAS DE BATATA-DOCE PARA O PREPARO DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DAS FOLHAS DE BATATA-DOCE [Ipomoea batatas (L ). Lam]

O plantio das batatas-doce foi realizado no Horto da UNICRUZ, na cidade de Cruz Alta,
Rio Grane do Sul, dia 12/09/2017, e as folhas, matéria-prima utilizada neste trabalho, foram
colhidas no inicio més de Marco de 2018 e encaminhadas para o Laboratério de Plantas
Medicinais e Estresse Oxidativo - (LAMOX), também da UNICRUZ.

No laboratdrio, as folhas foram secas em estufa, a uma temperatura de 35°C. Apds a
secagem, as folhas foram trituradas, manualmente.

Para o preparo do extrato hidroetandlico da folha foi seguida a metodologia descrita
por Simdes et al., (2010), que preconiza 0 uso de etanol e agua (70:30) como solventes
extratores. Depois da maceragdo, as matérias vegetais foram submetidas a agitacdes manuais
dirias durante 14 dias, apos este periodo as folhas foram filtradas e concentradas em
evaporador rotatorio. Apos esse processo, 0 material foi filtrado e concentrado em rotavapor,

obtendo-se se 100 mL do extrato hidroetandlico.

7.1 Caracterizacdo fitoquimica do extrato hidroetandlico das folhas da batata-doce
[Ipomoea batatas (L ). Lam]

7.1.1 Doseamento de polifendis totais

A determinacdo de polifendis totais foi realizada pelo método do Folin-Ciocalteau,
descrito por Chandra e Mejia (2004). Para isto, a amostra foi diluida a uma concentracdo de
0,150mg/mL em &gua e acrescida de 2mL de solucdo de carbonato de sodio a 20%. Apds 5
minutos, foi adicionado 0,5mL do reagente Folin-Ciocalteau 2N. A soluc¢édo foi incubada por
10 minutos e as absorbancias medidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
730nm, em duplicata. O conteldo de polifendis totais foi expresso em miligramas
equivalentes de acido galico por grama de extrato seco, baseados na curva de calibracdo do

acido galico.

7.1.2 Doseamento de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método descrito por
Woisky e Salatino (1998). A amostra foi diluida a uma concentragdo de 1mg/mL em metanol

e acrescida de 0,5mL de cloreto de aluminio a 2% e 2,5mL de metanol. Ap6s 30 minutos, as
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absorbéancias foram lidas em espectrofotdometro no comprimento de onda de 420nm. Os testes
foram realizados em duplicata e para o calculo do doseamento foi utilizada a curva padrao de
quercetina. Os teores de flavonoides foram determinados em miligrama de quercetina por

grama de extrato seco.

7.1.3 Doseamento de taninos condensados

A determinacéo de taninos condensados foi realizada utilizando o método descrito por
Morrison et al. (1995). A amostra foi diluida a uma concentracdo de 25mg/mL em metanol.
Posteriormente, foi adicionado 0,1mL da amostra, 0,9mL de metanol seguidos por 2,5mL de
uma solugdo de vanilina (1g vanilina diluida em 100mL de metanol) e 2,5mL de uma solucdo
contendo 8mL de &cido cloridrico concentrado diluido em 100mL de metanol. A solucédo foi
aquecida a 60°C por 10 minutos e as absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro
no comprimento de onda de 500nm. As analises foram realizadas em duplicata e o teor de
taninos totais foi expresso em miligramas equivalentes de catequina por grama de planta seca,

baseados na curva padrdo de catequina.

8 PROCEDIMENTO DE COLETA E AMOSTRAGEM DE ERITROCITOS

8.1 Aspectos éticos

Foram utilizados, como material bioldgico, eritrocitos de 15 individuos que néo
possuem doencas cronicas, com idade de 18 a 35 anos, 0s quais aceitaram participar do
estudo, ap0ds a assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo I).

Foram excluidos dessa pesquisa, individuos que ndo contemplaram esses requisitos.

8.2 Coleta e preparo das amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada com o uso de um vacutainer, contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para obtencdo dos eritrécitos. Essas amostras foram
centrifugadas imediatamente, a 3000rpm durante 10 minutos e o plasma despresado.

Apos a centrifugacdo, os eritrocitos foram separados e lavados trés vezes com solucéo
salina iso5tonica 0,9% e centrifugados. Depois da lavagem final, os eritrécitos foram
ressuspensos em solucgéo salina, e em seguida, diluidos até atingirem um hematocrito de 10%,
conforme técnica descrita por Catalgol, Ozden e Alpertunga, (2007). Para cada grupo foram
utilizadas 1500uL de hemacias a 10%.
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Os eritrocitos foram subdivididos em seis grupos experimentais, conforme apresentado

na tabela 6:
Tabela 5- Descri¢do dos grupos de estudo
Grupos Descricéo e designacdo do grupo amostral
ot controle do Estudo: eritrdcitos expostos e tratados com Salina
asa
0,9%)
24D Controle do tratamento: eritrocitos expostos ao 2,4D (1,1 ¢g/L) e

tratados com Salina 0,9%

Eritrocitos expostos ao 2,4D (1,1 g/L) e tratados com extrato
2,4-D + 0,5g/mL ; -
hidroetanolico da batata-doce a 0,5g/L

Eritrocitos expostos ao 2,4D (1,1 g/L) e tratados com extrato
2,4-D + 1,0g/mL ) .
hidroetandlico da batata-doce a 1,0 g/L

Eritrocitos expostos ao 2,4D (1,1 g/L) e tratados com extrato
2,4-D + 2,0g/mL : -
hidroetanolico da batata-doce a 2,0 g/L

Eritrocitos expostos ao 2,4D (1,1 g/L) e tratados com extrato
2,4-D + 10,0g/mL ) .
hidroetandlico da batata-doce a 10,0 g/L

As guantidades pipetadas de 2,4-D e dos extratos foram de 200uL. A exposi¢do ao
herbicida e os tratamentos ocorreram em Banho Maria 37°C por 1 hora (exposi¢éo) e mais 1
hora (tratamento), sobre uma mesa agitadora em velocidade lenta e constante, a fim de toda a
mistura reacional ficar em contato direto. Apds esses procedimetnos, os eritrocitos de todos 0s
grupos foram hemolisados com agitacdo em vortex durante 10 segundos e centrifugados por
15 minutos a 3000 rpm, sendo o sobrenadante armazenado em freezer a -20°C para

posteriores determinacdes analiticas.

9. MARCADORES OXIDANTES E ANTIOXIDANTES

9.1 Determinacéo dos niveis de TBARS
Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foram determinados
em duplicata, conforme protocolo de Stocks e Dormandy, (1971). Baseado na mistura

reacional contendo TCA a 28% (v/v) e TBA 1%, com aquecimento a 95°C. As leituras foram
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realizadas em espectrofotdmetro visivel em 532nm, comprimento no qual a concentragdo do
produto formado na reacdo (malondialdeido) pode ser medido. Os resultados foram expressos
em nmol/g Hb. Os niveis de hemoglobina total foram determinados a partir de metodologia

descrita pelos fabricantes do Kit Labtest®.

9.2 Determinagédo da Hemoglobina Total
Os niveis de hemoglobina total foram determinados a partir de metodologia descrita

pelos fabricantes do Kit Labtest®. Os resultados foram expressos por g de hemoblobina.

9.3 Determinagdo dos niveis de GSH

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada em duplicata a partir do método
descrito por Ellman, (1959), que utliza o acido 5°,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB)
como reagente principal. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro visivel em 412nm

e os resultados foram expressos por pmol GSH/mL.

9.4 Determinacéo dos niveis de DPPH

O extrato hidroetanolico das folhas foi submetido a testes para detecc¢éo dos principais
constituintes quimicos (MATQOS, 2009) e também foi avaliada a atividade antioxidante. Para
avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método do DPPH (2,2-difenil-1- picril-
hidrazil).

9.5 Andlises estatisticas

Os resultados das varidveis determinadas neste estudo foram submetidos a andlise de
distribuicdo dos dados utilizando os testes: D’ Agostino & Pearson omnibus, Shapiro ~Wilk e
KS. Apds os dados que apresentaram distribuicdo normal, os mesmos foram submetidos a
Anélise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste de Tukey’s e Scott Knott, sendo
consideradas significativas diferengas com p<0,05.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fenolicos totais (CFTs), tem acdo antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatdria e vasodilatadora (ROSSA, 2013), permitindo a prevencdo ou reducdo da
ocorréncia de lesdo celular. Deste modo, de acordo com a tabela 7A, esses niveis de
compostos foram avaliados e pode-se verificar que, dentre as 22 espécies de batata-doce
estudas, quatro se destacaram, apresentando maior quantidade de CFTs. Estas foram, em
ordem decrescente: Selbach105, Coquinho, Estrela 102 e Amélia (Tabela 6A).

Tabela 6

A- Niveis de compostos fenolicos totais, flavondides, taninos e DPPH (mg.g™), o poder redutor e a
capacidade quelante dos acessos de folha de batata-doce:

Compostos Fendlicos Totais Flavonoides Taninos
Acessos mg/g TT SK mg/g TT SK mg/g TT SK
SE 101 261,7 cd d 46,6 hi h 81,80 defgh C
SE 105 359,7 A a 60,2 ef e 116,4 B B
Estrela 103 200,1 fg g 48,1 h h 70,10 ghi D
Selbach GV 201 219,6 ef F 62,3 de e 91,50 bcdefg C
Brazlandia roxa 2237 ef F 59,6 ef f 85,90 cdefgh C
Estrela 104 156,8 hi J 40,7 ij i 55,78 efghi C
Selbach GC 204 173,4 ghi | 51,3 gh h 69,40 ghi D
Estrela 102 289,4 bc c 56,6 efg g 114,7 B B
*BRS Coquinho 312,2 b b 68,3 cd d 107,1 bcd B
*BRS Cuia 2313 E F 81,6 b b 87,60 cdefgh C
*Amélia 285,1 bc c 58,9 ef f 76,70 fghi C
Princesa 184,7 G h 40,3 j i 63,40 hi D
SE 104 268,1 cd d 90,6 a a 1814 A A
Brazlandia branca | 150,3 | J 56,7 efg g 54,30 i] D
*BRS Rubissol | 178,7 gh h 78,8 b b 84,50 defgh C
Saldanha Marinho | 96,50 jk k 33,8 k j 86,40 cdefgh C
Selbach 100 197,3 fg g 48,0 h h 86,90 cdefgh C
Ibiruba 100 103,8 J k 32,3 kIl j 83,40 defgh C
SE 102 279,8 C d 50,0 fg g 93,40 bcdefg C
*Brazlandia rosada | 246,0 cd e 72,4 c c 62,30 hi D
Copeagri - lbiruba 205; 275,1 C c 49,3 h h 1115 bc B
Selbach 203 102,5 jk k 23,4 m | 102,3 bcdef B
Beaure Grand 172,6 ghi i 61,9 ef e 103,6 bcde B
Selbach 103 75,60 K | 23,3 Im k 30,00 J E

CV (%) 42 3,52 9,32

Letras diferentes, representam diferencas significativas, considerando p<0,05.
*Acessos da CNPH- Embrapa- Brasilia

Flavonoides: mg de quercetina /g de extrato seco

TT: Teste de Tukey; SK: Scott Knott.



B- Acessos de folha de batata-doce com mais principios ativos com Atividade Antioxidante:

Poder Redutor DPPH Capacidade Quelante

Acessos mg/g TT SK mg/g TT SK | mg/g TT SK
SE 101 150,8 efg d 76,89 hijklm d 84,83 bcdefgh d

SE 105 149,7 efg d 170,7 bc b 87,02 bcdefgh d
Estrela 103 150,9 k d 86,94 fghijkl d 90,08 bcdefgh d
Selbach GV 201 1594 def d 93,16 fghijk d 78,86 cdefgh d
*Brazlandiaroxa | 138,7 efgh d 125,6 defg c 102,1 bcdef c
Estrela 104 69,40 ijk f 47,63 Imn e 71,87 cdefgh d
Selbach GC 204 120,8 fgh e 33,20 mno f 99,82 bcdefgh ¢
Estrela 102 182,0 bcde c 175,67 b b 105,1 bcde c
*BRS Coquinho 226,5 a a 119,1 defgh c 99,90 bcdefg c
*BRS Cuia 163,4 cdef f 146,8 bcd c 122,5 abc b
*BRS Amélia 207,0 abc b 139,1 bcde c 99,82 bcdefg c
*Princesa 1229 fgh e 53,10 kimn e 84,39 bcdefgh d

SE 104 1954 abcd b 101,1 efghij d 1733 a a
*Brazlandia branca 163,0 cdef c 103,3 defghi d 58,50 defgh e
*BRS Rubissol 181,6 bcde c 57,70 jkimn e 109,8 bcd c
Saldanha Marinho 1104 ghi e 25,80 no f 51,27 fgh e
Selbach 100 171,9 cde c 83,95 ghijkl d 84,84 bcdefgh d
Ibiruba 100 103,4 hij e 00,00 0 g 41,87 h e

SE 102 176,5 cde o 1757 b b 133,9 ab b
*Brazlandia rosada 225,2 ab a 130,9 cdef c 63,62 defgh e
Copeagri - Ibiruba 205 | 232,8 a a 230,3 a a 64,50 defgh e
Selbach 203 64,70 jk f 00,00 0 g 55,83 efgh e
*Beaure Grand 170,2 cde c 73,60 ijklm d 75,03 cdefgh d
Selbach 103 54,40 k f 00,00 0 g 49,79 gh e

CV (%) 9,09 15,06 19,13

Letras diferentes, representam diferencas significativas, considerando p<0,05.

*Acessos da CNPH- Embrapa- Brasilia
TT: Teste de Tukey; SK: Scott Knott.
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Neste contexto, podemos ressaltar também a importancia dos flavonoides, os quais séo

considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das plantas, e sdo

encontrados amplamente, em frutas, folhas, chas e vinhos. Eles sdo pigmentos naturais

importantes e nas plantas tem como principal funcéo proteger estes organismos contra agentes

oxidantes (LOPES et al., 2010). Suas principais classes sdo as antocianinas, flavanas,

flavonas, os flavonois e isoflavondides (LAZARY, 2010). Em nosso estudo, 0s quatro acessos

que obtiveram melhores niveis de flavonoides foram: Selbach 104, BRS Cuia, BRS Rubissol
e Brazlandia Rosada (Tabela 6A).

Na sequéncia, foram verificados os niveis de taninos. O acesso com maior quantidade

deste composto foi a Selbach 104, sequida da Selbach 105, Estrela 102 e Copeagri-Ibiruba

205 (Tabela 6A).

Pesquisadores como Monteiro et al. (2006), afirmam que, em virtude de seu amargor,

0s taninos impedem o ataque de herbivoros a determinados locais da planta, como folhas,
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frutos, sementes e casca. Esses compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos
frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas salivares, resultando na
perda do poder lubrificante. Gracas a sua comprovada atividade antimicrobiana, acredita-se
que os taninos atuem na protecdo do vegetal contra o ataque de microorganismos patogénicos
(COLLI et al., 2007).

De acordo com a tabela 6B, também foi realizada a avaliagdo do poder redutor das
folhas dos acessos de batata-doce, sendo que os destaques foram: Copeagri-Ibiruba 205,BRS
Coquinho, Brazlandia Rosada e BRS Amélia.

Uma técnica baseada no método da eliminagdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) também foi realizada, haja vista que de acordo com Shibamoto (2009),
esta avaliacdo é utilizada em mais de 90% dos estudos de avaliacdo antioxidante de
substancias puras, misturas ou matrizes complexas a fim de avaliar a capacidade antioxidante
do extrato. A molécula de DPPH € bastante conhecida por caracteriza-se como um radical
organico livre estivel e tem muitas vantagens, tais como: uma boa estabilidade na auséncia da
luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (DENG, CHENG, YANG, 2011). Neste
sentido, percebe-se, que a capacidade de sequestro do radical DPPH foi, hovamente maior
para o acesso Copeagri-Ibiruba 205, seguida dos acessos Selbach 102, Estrela 102 e Selbach
105, respectivamente.

Finalizando essa primeira etapa do estudo, investigamos a capacidade quelante das
folhas dos acessos de batata-doce, que, de acordo com Soares et al. (2014), sdo compostos
bioativos com a capacidade de fixar ibns metalicos, formando um complexo (quelato), soltvel
e ndo toéxico, sendo utilizados no tratamento de intoxicacdes por metais, e verificou-se que o
acesso SE 104 foi o destaque, seguido dos acessos SE 102, BRS Cuia e BRS Rubissol.

Portanto, de acordo com a tabela 6A e 6B, as 8 (0ito) espécies que se destacaram neste
estudo, por apresentar maior nimero e quantidade de fitoquimicos com atividade antioxidante
em suas folhas foram: SE 104, Estrela 102, SE 105, BRS Amélia, Brazlandia Rosada, BRS
Cuia, BRS Rubissol e BRS Coquinho. Lembrando que destes, conforme descrito na
metodologia, BRS Cuia, BRS Rubissol e BRS Coquinho sdo acessos produzidos pela

Embrapa, utilizadas como referéncias neste estudo.

Com 4 destes acessos mais ricos em fitoquimicos, Estrela 102 e SE104 (produtores);
BRS Cuia e BRS Coquinho (EMBRAPA-CNPH-Brasilia), foram realizados testes in vitro

com células humanas, os quais geram informacfes prévias da capacidade antioxidante e /ou
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toxica dos extratos das folhas de batata-doce, frente a uma exposi¢do ao herbicida 2,4-D,
necessaria para visualizar ou ndo, futuros testes in vivo.

A figura 13 apresenta os niveis de Substincias Reatias ao Acido Tiobarbitlrico
(TBARS) em eritrécitos expostos ao 2,4-D e tratados com diferentes concentragdes do extrato

hidroetanolico das folhas de batata-doce. A: Estrela 102; B: SE104; C: BRS Cuia e D: BRS
Coquinho.

Figura 13- Niveis de Subtancias Reatias ao Acido Tiobarbitlrico (TBARS) em eritrécitos expostos ao 2,4-D e
tratados com diferentes concentragdes do extrato hidroetanolico das folhas de batata-doce. A: Estrela 102; B:
SE104; C: BRS Cuia e D: BRS Coquinho.
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Na figura 13 A, B, C, D, foram apresentados os niveis de TBARS detectados ap6s o
tratamento dos eritrécitos expostos ao 2,4-D, com diferentes concentrac@es (0,5; 1,0; 2,0 e
10,0 mg/g) dos extratos hidroetandlicos das folhas dos 4 acessos testados, em que foi
observado que nos tratamentos realizados com as folhas oriundas de produtores rurais das
cidades de Selbach-RS e Estrela-RS, ndo houve alteraces no grau de lipoperoxidagéo (Figura
13 A e B), revelando que esses extratos ndo possuem uma significativa toxicidade aos
lipideos presentes nestas células, tampouco, possuem capacidade antioxidante.

Por outro lado, o TBARS foi elevado, de maneira proporcional, ao aumento da
concentracdo do extrato da cultivar BRS Cuia (Figura 13 C). Essa elevacdo na
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lipoperoxidacdo também foi evidente com o tratamento realizado com o extrato
hidroetandlico das folhas da BRS Coquinho (Figura 13 D).

Estes danos gerados pelos extratos das folhas da BRS Cuia e da BRS Coquinho
indicam que, dependendo da concentracdo testada, a lipoperoxidacdo torna-se evidente,
havendo a necessidade de um cuidado especial na utilizacdo desses dois acessos de batata-
doce na aquisicdo de nutracéuticos para fins terapéuticos ou preventivos. Ja que o aumento do
dano oxidativo em lipideos podem desencadear arterosclerose, cancer, Parkinson, Alzeimer,
entre outras patologias (SOARES et al., 2014).

A figura 14 apresenta os niveis de Glutationa Reduzida em eritrocitos expostos ao 2,4-

D e tratados com diferentes concentracdes do extrato hidroetandlico de 4 acessos de folha da
batata-doce.

Figura 14- Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) em eritrocitos expostos ao 2,4-D e tratados com diferentes
concentragdes do extrato hidroetanolico das folhas de batata-doce. A: Estrela 102; B: Selbach 104; C: BRS Cuia

e D: BRS Coquinho.
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Na figura 14 A, B, C, D, foram apresentados os niveis da GSH detectados apos o
tratamento dos eritrocitos expostos ao 2,4-D, com diferentes concentra¢des (0,5; 1,0; 2,0 e
10,0 mg/g) dos extratos hidroetanolicos das folhas dos 4 acessos testados. Verificou-se que

todos os quatro acessos elevaram os niveis de GSH, proporcionalmente, ao aumento da

concentracdo do extrato estudado. Esse resultado indica um efeito benéfico em termos de
prevencdo, tendo em vista que a GSH é o principal agente antioxidante enddgeno e com o
aumento deste marcador entende-se que o organismo estard mais preparado para enfrentar um
possivel aumento de ERs e evitar assim, a ocorréncia de estresse oxidativo.

Contudo, ao ser avaliada a Figura 13 C e D em conjunto com a Figura 14 C e D
verificou-se que pode ocorrer um aumento dos niveis dos danos lipidicos mesmo com um
significativo aumento da GSH, servindo de alerta para a necessidade de maiores avaliagdes
para analisar o real efeito antioxidante destes extratos.

Além do mais, durante os experimentos foi- se verificado a ocorréncia de hemolise,
conforme imagem da figura 15, que, visivelmente, parecia ser, diretamente proporcional a

concentracéo do extrato, adicionada nos tubos de ensaio.

Figura 15- Foto do sobrenadante, ap6s a hemalise no Vortex, pos exposicao e tratamento, em que 0s

marcadores foram avaliados.

Fonte: O autor (2018).

F2: Folha Selbach 104

016: Basal

B16: 2,4-D+ 1,1 g/L+NaCl 0,9% 16.1: 2,4D+ 0,5 g/mL 16.2: 2,4D+ 1,0 g/mL
16.3: 2,4D+ 2,0 g/mL 16.4: 2,4D+ 10,0 g/mL
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Assim, para a confirmagdo da ocorréncia de hemdlise analisou-se os resultados da
hemoglobina, determinada apds a realizagdo da exposicdo e do tratamento dos eritrocitos
(Figura1l6 A, B, Ce D).

Figura 16- Hemoglobina, apds exposicdo e tratamento dos eritrdcitos diluidos em NaCl a 0,9%, expostos ao
2,4-D e tratados com diferentes concentracOes de extrato hidroetanolico das folhas de 4 acessos de batata-doce.
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Letras diferentes, representam diferengas significativas, considerando p<0,05., apds realizacdo do Teste de
Tukey;

N: 15

Na figura 16, foram apresentados os niveis de Hb em eritrocitos diluidos em NaCl a
0,9%, expostos ao 2,4-D e tratados com diferentes concentracfes de extrato hidroetandlico
das folhas de 4 acessos de batata-doce, em que observou-se a ocorréncia de hemolise a qual
aumentou, proporcionalmente, a concentragdo dos extratos adicionados.

Quando ocorre a quebra das hemacias e a ruptura da membrana plasmatica em que ha
liberacdo da hemoglobina, d&-se 0 nome de hemolise. De modo geral, as hemacias corporais
tém sobrevida de aproximadamente 120 dias, apds esse periodo, elas sdo destruidas pelo bago,
no figado e na medula 0ssea e substituidas por novas (VIEIRA e UBALDO et al., 2012).
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Nos casos em que essa regra do organismo é quebrada, e as hemécias sdo destruidas
antes do tempo, podendo gerar uma série de complicagdes como, por exemplo: a anemia
hemolitica, a anemia faciforme, ictericia, esplenomegalia, hipoxia tecidual, estresse oxidativo
etc. Na figura 17, hd a apresentacdo do catabolismo da hemoglobina, apds a hemdlise
(COSTA et al., 2013). (Figura 17):

Figura 17- Catabolismo da hemoglobina ap6s a hemélise
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Fonte: Costa et al. (2013), apud Zago, (2013).

Portanto, estes resultados nos mostraram que, para a indicagcdo correta de um
nutracéutico no tratamento ou prevencdo de danos e patologias, deve-se fazer todos os testes
de toxicidade indicados pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), a fim de se
eximir quaisquer duvidas quanto a toxicidade do item estudado. No caso do referido estudo,
0s testes mostraram que o extrato hidroetanolico das folhas de batata-doce podem ser tdxicos

ao organismo humano, o que requer continuidade nas pesquisas.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Muitos estudos apontam a relacdo da alimentagdo com o desenvolvimento de algumas
doengas cronicas, ligadas, em especial, ao estresse oxidativo, como céncer, diabetes,
obesidade, hipertensdo, entre outros, assim, € grande a importancia dos alimentos para a
manutencdo e qualidade de vida.

Neste contexto, vemos que a frase: “Faca de seu alimento o seu medicamento”,
afirmada por Hipdcrates no milénio passado, ganha local de interesse nos dias atuais, uma vez
que os alimentos funcionais, em especial, desempenham o papel ndo apenas de nutrir, mas

também, de agregar beneficios a saude.

Vemos que a raiz da batata-doce, é um alimento de facil acesso e cultivo, rica em
compostos fitoquimicos, com atividades antioxidantes, a qual é muito conhecida por
praticantes de atividade fisica e interessados na perda ou manutencdo do peso, recebendo
especial atencdo para as pesquisas atuais, relacionadas, entre outros fatores, a prevencao de

doencas crénicas ndo transmissiveis.

No entanto, as folhas da batata-doce ainda s&o pouco consumidas e estudadas. Assim,
surgiu o interesse em avaliar a viabilidade do seu uso (partes estas, ricas em compostos
bioativos), mas ainda desprezada por grande parcela da populacdo mundial, analisando se ha

ou ndo heneficios em seu consumo.

No decorrer do estudo verificamos um aumento nos niveis de GSH,
proporcionalmente, ao aumento da concentragdo do extrato de todos 0s acessos de batata-doce
(Ipomoea batatas L- Lam) estudados, indicando efeito benéfico dessas batatas, em termos de
prevencdo, ja que com o aumento da Glutationa reduzida, aumenta o potencial antioxidante,
frente a possiveis elevacBes nas producdes de espécies reativas que, quando nao neutralizadas,
desencadeiam o estresse oxidativo.

Por outro lado, também verificamos aumento dos niveis dos danos lipidicos em dois
acessos estudados (BRS Cuia e BRS Coquinho), mesmo com um significativo aumento da
GSH, sendo evidenciada também, a presenca de hemalise nos testes in vitro realizados.

Esses indicativos apontam para a importancia de verificarmos todos 0s possiveis
modos de toxicidade, pois como neste caso, a folha pode ter fitoquimicos, aumentar a GSH,
mas também pode desenvolver lipoperoxidacdo e hemdlise, podendo desencadear doencas

graves como a anemia hemolitica.
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Assim, é fundamental que os nutricionistas conhegam mais os reais beneficios e/ou
maleficios dos alimentos que recomendam em suas prescri¢des dietéticas, evitando que danos
oxidativos desnecessarios acontecam, haja vista que o conhecimento técnico sobre
alimentacédo e nutricdo é de grande valia para auxiliar no incremento de novas pesquisas, no
desenvolvimento de alimentos e novos produtos com fins nutracéuticos, favorecendo a

promocéo da salde.
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ANEXOS

ANEXO I - Parecer Consubstanciado do CEP da Pesquisa Estudo do Efeito

Antioxidante de Diferentes Principios Ativos
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Estudo do efeito antioxidante de diferentes principios ativos ¢ PROJETO GUARDA
CHUWA

Pesquisador: Roberta Cattaneo Hom

Area Temitica: Area 3. Fammacos, medicamentos, vacinas e testes diagnésticos novos (fases |, Il e ll) ou

nao registrados no pais (ainda que fase V), ou guando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacdes, doses ou vias de administragao diferentes daguelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Versdo: 1

CAAE: 15510413.3.0000 5322

Instituigdo Proponente: Fundag3o Universidade de Cruz Alta - UNICRUZ/RS
Patrocinador Principal: Fundagdo Universidade de Cruz Alta - UNICRUZIRS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 273.167
Data da Relatoria: 15/05/2013

Apresentagio do Projeto:

O excesso de radicais livres no organismo & combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou
ahsorvidos da dieta. Antioxidante é gualquer substincia que, quando presente em baixa concenfracio
comparada 3 do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidag3o do
mesma. Os anfioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a exemplo da GPx, CAT & S0OD ou,
nao-enzimaticamente a exemplo de GSH, peptideos de histiding, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), acido diidrolipdico & CoQH. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza
agueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (provitamina

A), acido ascorbico (vitamina C), e compostos fendlicos onde se destacam os flavondides e poliflavondides.
Assim, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito antioxidante de diferentes principios, a partir de testes com
entracitos humanos ("in vitro™).

As amostras de sangue sdo obtidas de doadores randdmicos, todos os grupos constituidos de eritrocitos de
um mesmo

individuo.
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Bairro: Campus Universitino Prédio CEF: 98.020-280
UF: RS Municipio: CRUZ ALTA
Telefone: (55j3322-1618 E-mail: comitedestica@unicruz.edu.br

Pagrai 0 de 03

75



UNIVERSIDADE DE CRUZ £ Plaboforma
| ALTA - UNICRUZ/RS %ﬂfi

-
u I8 Be ijiad
Continuagio do Parecer: 273,167

As amostra de sangue total, de 5 individuos voluntarios que assinaram o fermo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), serdo coletadas com vacutainers contendo EDTA. O procedimento experimental
constara da avaliagio basal com técnicas de estresse. Apds, os eritrdcitos serio expostos ao extrato da
planta medicinal e as técnicas de estresse serdo repetidas novamente.

Objetivo da Pesquisa:

Ohbjetivo Primanio:

Avaliar o efeito antioxidante de principios ativos.

Ohbjetivo Secundario:

Avaliagdo dos niveis de TBARS; Avaliagdo dos niveis de proteinas carboniladas; Avaliagdo dos niveis de
(G5H (glutationa)

Avaliaciio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Ma coleta das amostras o participante pode apresentar algum hematoma da pungdo venosa, podendo ser
necessaria uma massagem local com aplicagdo do medicamento topico Reparil® Gel fim de eliminar esse
transtormno ao participante.

Beneficios:

Diminuig3o dos niveis de marcadores de esfresse oxidativo no grupo tratado com os principios ativos
estudados, evidenciando o efeito antioxidante

dos mesmos.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Estudo em vitro desfinado a testar o efeito antioxidante de principios ativos extraidos de plantas medicinais.
A amostra sera proveniente de 5 doadores randdmicos, mas ndo esta claro no projeto se os individuos
serdo saudaveis ou expostos a falores de risco que elevam o esiresse oxidativo como a exposicdo aos
pesticidas.

Mo projeto consta que na coleta das amostras o participante pode apresentar algum hematoma da pungio
venosa, podendo ser necessaria uma massagem local com

aplicaco do medicamento topico Reparil® Gel fim de eliminar esse transtomo ao participante. No entanto, o
termo de consentimeto sugere outra abordagem se houver hemotoma "Apos a coleta pode ocorrer a
formacio de hematomas na regido coletada e neste caso o individuo deve fazer compressas com agua frio
elou gelo no local acometido varias vezes por dia.” Sugere-se adotar uma melhor definicio do procedimento
adotado se houver hematoma.
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Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Adequados

Recomendacbes:

Esclarecer no projeto se os individuos serdo saudaveis ou expostos a fatores de risco que elevam o
esiresse oxidtivo.

Definir qual procedimento sera adotado se houver hematoma; aguele que consta no idem riscos do projeto
ou aquele que consta no termo de consentimento.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacies:

Projeto aprovado, visto que trata-se de um estudo em vitno.

Mo entanto, sugere-se esclarecer no projeto se os individuos sero saudavels ou exposios 3 fatores de risco
que elevam o estresse oxidtivo. Além de definir qual procedimento serd adotado se houver hematoma;
aquele que consta no projeto ou aguele que consta no termo de consentimento.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Aprovado

Analisar as recomendacies expostas pelo avaliador

CRUZ ALTA, 15 de Maio de 2013

Assinador por:

Adalberto Fernandes Falconi
(Coordenador)
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APENDICES |
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(De acordo com Resolugdo n° 466/2012, Conselho Nacional de Salde)
Dados de identificacdo
Titulo do Projeto: Caracterizacdo Fitoquimica e Avaliagdo Antioxidante in vitro do Extrato Hidroetandlico das
Folhas de Batata-Doce
Pesquisador Responsavel: Roberta Cattaneo Horn
Institui¢do: Universidade de Cruz Alta - UNICRUZ
Telefone para contato: (55) 96264308
Nome do Voluntario:

Prezado Senhor (a),

O(a) Sr.(a) estd sendo convidada a participar como voluntario(a) do projeto de pesquisa intitulado
“Caracterizacdo Fitoquimica e Avaliacdo Antioxidante In Vitro do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Batata
Doce” de responsabilidade da professora orientadora Roberta Cattaneo Horn.

No caso de aceitar em ser voluntario neste projeto vocé, em data, local e horario a combinar, consentira
com a coleta de amostra de sangue, que seré realizada de acordo com as normas de biosseguranga.

Apos a coleta pode ocorrer a formagdo de hematomas na regido coletada e neste caso o individuo deve
fazer compressas com agua frio e/ou gelo no local acometido vérias vezes por dia.

Também fui informado(a) de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento
a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a
assisténcia que venho recebendo.

E assegurado o0 acesso & informag&o durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a
esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante
e depois da minha participacéo.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou
elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, bem como os resultados obtidos serdo mantidos em sigilo
e que estes Ultimos somente serdo utilizados para divulgagdo em reunides e revistas cientificas sem a minha
identificacéo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o
objetivo do ja referido estudo. Assim consinto em participar, estando totalmente ciente de que ndo h&a nenhum
valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacéo.

Eu, , RG n° , declaro ter sido informado dos
objetivos da pesquisa acima descrita de maneira clara e detalhada e que esclareci minhas ddvidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e foi garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. A professora responsavel pelo projeto Roberta
Cattaneo Horn garantiram-me de que todos os dados pessoais desta pesquisa serdo tratados com sigilo. Em caso
de davidas poderei chamar a estudante Gabriela Tassotti Gelatti ou a professora orientadora Roberta Cattaneo
Horn no telefone 55- 96264308.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre
e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Assinatura do Participante Nome do Participante
Assinatura do Pesquisador Nome do Pesquisador
Este formulario foi lido para o participante em [/ /2018 pelo

responsavel pela pesquisa.

Assinatura de testemunha Nome da Testemunha

Cruz Alta, RS, de de 2018.




Apéndice 2: Questionario

1.Nome:

2.1dade:

3. Possui alguma dessas doencas cronicas:
Hipertensdo: ( )SIM ( )NAO ( )NAO SABE
Obesidade: ( )SIM ( )NAO ( )NAO SABE
Diabetes:  ( )SIM ( ) NAO ( )NAO SABE
Doenca Cardiaca: ( )SIM ( ) NAO ( )NAO SABE
Outras:

4. Fumante: ( )SIM ( )NAO

Consumo?

79

5. Pratica exercicio fisico: ( )SIM ( )NAO

Quais?

6. Faz uso de polivitaminicos: ( )SIM ( )NAO

Quais?

7. Faz uso de bebida alcodlica? ( )SIM ( )NAO

8. Toma algum medicamento: ()SIM ( )NAO

Quiais? -




