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RESUMO

A acerola (Malpighia emarginata), cujo cultivo é recente no Brasil, é
consumida in natura, mas o grande mercado para produtos de acerola é gerado a
partir do suco clarificado e concentrado, usado como base na elaboracdo de
polpa congelada, caldas para sorvetes e geleias. Porém, os residuos decorrentes
desse processamento, constituido principalmente pelo bagaco, sdo descartados.
No entanto, por serem boas fontes de compostos fendlicos, sua utilizagdo na
industria farmacéutica, cosmética, agroquimica e de alimentos pode ser
promissora. Neste trabalho preparam-se extratos metandlico e acetnico de
farinha de bagaco de acerola (FBA) objetivando avaliar o extrato metandlico
como fonte de inibidoras das enzimas a-amilase, a-glicosidase, lipase e tripsina;
investigar as atividades antioxidante e hepatoprotetora do extrato metandlico
contra a lesdo hepética induzida pelo CCls em ratos Wistar; avaliar a atividade
inseticida do extrato acetonico contra as caracteristicas biol6gicas da Spodoptera
frugiperda como uma possivel alternativa de inseticida natural; e determinar os
compostos fendlicos nesses extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
O bagaco de acerola, obtido na industria de processamento do fruto, foi
liofilizado, homogeneizado em graal e armazenado em frascos hermeticamente
fechados, protegidos da luz, em geladeira. Para obtencéo do extrato metandlico,
utilizou-se 1 g de FBA e 50 mL de metanol 50% (1:50), sob refluxo, em chapa
aquecedora a 80 °C, por 15 minutos. Para a obtengdo do extrato acetdnico,
utilizou-se 1 g de FBA misturado com 10 mL de acetona:agua (7:3), deixando a
temperatura ambiente por duas horas e levado ao vortex trés vézes por 3
minutos. No extrato metandlico foram identificados os compostos fendlicos
acidos galico, siringico e p-cumérico, catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina e quercetina. Enquanto, no extrato acetbnico 0s compostos

fendlicos identificados foram acidos gélico, salicilico e p-cumérico, catequina,



galato de epigalocatequina e quercetina. O extrato metandlico foi capaz de inibir
as enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase, mostrando potencial para ser
utilizado como auxiliar no tratamento da obesidade e comorbidades associadas.
Este mesmo extrato apresentou atividade antioxidante e hepatoprotetora em
ratos Wistar, nas doses de 0,5 g e 1,0 g de compostos fenolicos/70 kg peso de
animal, j& que a dose de 5,0 g/70 kg peso de animal acarretou aumento da
atividade da ALT, reducdo da SOD e do teor de albumina sérica, em
comparagédo ao controle negativo. Ja o extrato acetonico de FBA foi toxico para
a Spodoptera frugiperda, prolongando a fase de pré-pupa e aumentou a
mortalidade das lagartas em condiges laboratoriais. Estudos futuros devem
examinar seu uso potencial em condi¢des de campo e investigar o efeito dos

compostos fendlicos isolados identificados no extrato de FBA.

Palavras-chave: Malpighia emarginata Produto natural Compostos fendlicos

Lagarta do cartucho Espécies reativas Ratos



ABSTRACT

Acerola (Malpighia emarginata), whose cultivation is recent in Brazil, is
consumed fresh, but the big market for acerola products is generated from the
clarified and concentrated juice, used as a basis in the preparation of frozen pulp,
syrup for ice creams and jellies. However, the waste resulting from this
processing, consisting mainly of bagasse, is discarded. Nevertheless, since they
are good sources of phenolic compounds, their use in pharmaceutical, cosmetic,
agrochemical and food industry can be promising. In this study, methanol and
acetone extracts were prepared from acerola bagasse flour (ABF), with the
objective to evaluate the methanol extract as an inhibitor source of a-amylase, a-
glycosidase, lipase and trypsin inhibitors; investigate the antioxidant and
hepatoprotective activities of the methanol extract against liver injury induced
by CCl, in Wistar rats; evaluate the insecticidal activity of the acetone extract
against biological characteristics of Spodoptera frugiperda, as a possible
alternative natural insecticide; and determine the phenolic compounds in these
extracts by high-performance liquid chromatography. Acerola bagasse, obtained
from the fruit processing industry, was lyophilized, homogenized using mortar
and pestle and stored in hermetically sealed flasks, protected from light, in a
refrigerator. For the obtention of the methanol extract, 1 g of ABF and 50 mL of
50% methanol (1:50) were used, under reflux, on a hot plate at 80 °C for 15 min.
For the obtention of the acetone extract, 1 g of ABF and 10 mL of acetone:water
(7:3) were used, kept at room temperature for 2 hours and then vortexed three
times for 3 min. The phenolic compounds gallic acid, syringic acid, p-coumaric
acid, catechin, epigallocatechin gallate, epicatechin and quercetin, were
identified in the methanol extract. On the other hand, the phenolic compounds
gallic acid, salicylic acid, p-coumaric acid, catechin, epigallocatechin gallate and

quercetin, were identified in the acetone extract. The methanol extract was able



to inhibit the digestive enzymes a-amylase and a-glucosidase, with potential to
be used as an aid in the treatment of obesity and associated comorbidities. The
same extract showed antioxidant and hepatoprotective activity in Wistar rats, at
doses of 0.5 g and 1.0 g phenolic compounds/70 kg rat weight (RW), since the
dose of 5.0 g/70 kg rat weight (RW) caused an increase in the activity of the
enzyme alanine aminotransferase (ALT), reduction of superoxide dismutase
(SOD) and content of serum albumin, compared to the negative control.
However, the ABF acetone extract was toxic to Spodoptera frugiperda,
extending the pre-pupal stage and increasing the mortality of larvae under
laboratory conditions. Further studies should examine their potential use in field
conditions and investigate the effect of isolated phenolic compounds identified
in the ABF extract.

Keywords: Malpighia emarginata Natural product Phenolic compounds Fall

armyworm Reactive species Rats
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APRESENTACAO

Este trabalho de tese esta dividido em duas partes:

Na primeira parte constam a Introducdo, Objetivos, Referencial teérico e
as Consideracoes finais.

Na segunda parte constam o0s resultados desta tese que estdo
apresentados sob a forma de artigos. Cada artigo esta estruturado de acordo com
as normas das revistas cientificas escolhidas para a submisséo ou publica¢do dos

mesmos.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As frutas, reconhecidas fontes de minerais, vitaminas e fibras, sdo
alimentos nutricionalmente importantes na dieta e tem recebido nos ultimos
anos, maior atencdo. Evidéncias epidemiolédgicas tém demonstrado que o
consumo regular das mesmas esté associado a reducéo da morbi-mortalidade por
algumas doencas ndo transmissiveis. O possivel efeito protetor exercido por
estes alimentos tem sido atribuido principalmente a presenca de substancias com
elevado potencial antioxidante, como os compostos fendlicos. Estes compostos,
em pequenas quantidades, podem exercer efeitos preventivos e/ou curativos em
disturbios fisioldgicos prevenindo a agdo das espécies reativas, reduzindo o risco
de céncer, doencas cardiovasculares, obesidade e suas comorbidades associadas.

Porém, nas frutas, de modo geral, a maioria das substancias de interesse
é encontrada em partes que normalmente sdo desprezadas como nas cascas,
sementes e bagaco, sendo considerados residuos agroindustriais. O Brasil, por
ser um pais de grande atividade agricola, é um dos que mais produzem residuos
agroindustriais, tanto na industria como pelos proprios produtores. Embora esses
residuos sejam biodegradaveis, necessitam de um tempo para serem
decompostos, constituindo-se fontes de poluentes ambientais. Assim, agregar
valor a estes subprodutos é de grande interesse, ja que 0 uso desses residuos abre
espaco para uma série de aplicacBes, principalmente na industria farmacéutica,
agroguimica e de alimentos.

A importancia da utilizacdo desses residuos de frutas deve-se a sua
contribuicdo como fonte natural de substancias bioativas. Devido a ampla
diversidade de seus constituintes, constituem fontes promissoras para a extracdo

de principios ativos, como os compostos fendlicos com diferentes atividades
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bioldgicas benéficas que podem ser empregados como inibidores de enzimas
digestivas, antioxidantes e inseticidas.

Neste contexto, pode-se citar a acerola, cujo cultivo é recente no Brasil,
assim ha caréncias quanto a dados de producgdo (&reas plantada e colhida) de
acerola e comercializacdo do fruto in natura e de seus produtos. Entetanto, de
15% a 41% do volume total de toda acerola processada para a obtencédo de polpa
é considerado residuo e desprezado no processo fabril, considerado custo
operacional para as empresas (AGUIAR et al., 2010).

Além do consumo in natura, o grande mercado para produtos de acerola
é gerado a partir do suco clarificado e concentrado, usado como base na
elaboragdo de produtos, como polpa congelada, caldas para sorvetes e geleias.
Porém, os residuos decorrentes desse processamento, constituido principalmente
por bagaco, sdo descartados. No entanto, por serem boas fontes de compostos
fendlicos, sobretudo o bagaco, com altos niveis, apresentando 10,82 g 100 g*
matéria seca (MARQUES et al., 2013) sua utilizacdo na industria farmacéutica,
agroquimica e de alimentos pode ser promissora, além de agregar valor ao
residuo e consequentemente ao fruto.

Uma alternativa para o0 aproveitamento desse residuo € sua
transformacdo em farinha, que além de possuir diversos componentes, tais como
fibras, vitaminas, minerais, apresentam substdncias antioxidantes, como o0s
compostos fendlicos.

Os compostos fenolicos, metabdlitos secundarios de plantas, possuem
larga aplicagdo nos setores nutricional, farmacéutico, cosmético e agroguimico,
além de servirem como aditivos naturais em alimentos. Esta atribuicdo tem
ganhado importancia crescente, pois 0s antioxidantes sintéticos usados pela
indastria de alimentos como o BHA (butil-hidroxi-anisol), o BHT (2,6-di-tert-
butil-4-hidroximetilfenol) e o TBHQ (terc-butil-hidroxiquinona) despertam

preocupacéo quanto as suas doses de seguranca e toxicidade.
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N

Devido aos efeitos bioldgicos, varios beneficios a salde tém sido
atribuidos aos compostos fenodlicos. Estudos sugerem que 0S compostos
fenolicos sdo capazes de inibir enzimas digestivas, devido sua estrutura comum
gue apresenta um anel aromatico hidroxilado. Esta se combina com as enzimas,
proteinas e outros polimeros (carboidratos) formando complexos estaveis,
impedindo a absor¢do dos nutrientes. A inibicdo das enzimas digestivas
glicoliticas e lipase € benéfica para auxiliar na prevencdo da obesidade e doencas
correlacionadas, como o controle de hiperglicemia (diabetes do tipo 2).

Os compostos fendlicos atuam também como antioxidantes, sendo 0s
mais ativos presentes nos vegetais. Funcionam como inibidores de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e algumas vezes como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo.
Assim, sdo eficazes para prevenir a oxidacgdo lipidica, que tem relacdo direta
com a formacdo de ateromas e ateroscleroses e outras doencas como 0 cancer,
doengcas cardiovasculares e inflamagdes.

Outra aplicacdo promissora dos compostos fenolicos é no controle de
insetos pragas como a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda. Os
compostos fendlicos, que incluem os flavonoides e taninos, reduzem o
crescimento e a sobrevivéncia de insetos, uma vez que acarretam a diminuicao
da palatabilidade devido seu sabor adstringente, provocando a inibicdo
alimentar, reducdo de peso, infertilidade, alteracdes bioldgicas e nutricionais.

Produtos a base de ingredientes naturais sdo amplamente valorizados
pelo mercado externo e pelas grandes companhias. Assim, cada vez mais busca-
se a incorporacdo de extratos vegetais com principios ativos relevantes em
diversas formulagfes farmacéuticas, alimenticias e agroquimicas. Entretanto,
apesar das evidéncias, escassos sdo os trabalhos que relatam & aplicagdo de
extratos de bagaco de acerola como inseticida, inibidores de enzimas digestivas

e antioxidante.  Assim, existe a necessidade de estudos cientificos que
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comprovem seus efeitos benéficos, visando garantir a eficacia dos mesmos e sua

utilizacdo pelas industrias.
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho prepararam-se extratos metanoélico e acetdnico de farinha
de bagaco de acerola (FBA); avaliou-se o potencial do extrato metandlico como
fonte de inibidores das enzimas a-amilase, a-glicosidase, lipase e tripsina,
visando utilizd-lo como auxiliar no tratamento da obesidade e doencas
correlacionadas; investigou-se a atividade antioxidante e hepatoprotetora do
extrato metanolico contra a lesdo hepatica induzida pelo CCls em ratos Wistar,
visando encontrar possivel alternativa para a inddstria farmacéutica; avaliou-se a
atividade inseticida do extrato acetdnico contra as caracteristicas biolégicas da S.
frugiperda em fungdo de ser uma possivel alternativa de inseticida natural; e
determinou-se os compostos fendlicos nestes extratos por cromatografia liquida

de alta eficiéncia.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Residuos agroindustriais

Residuo é entendido como o sobrante da matéria-prima ndo aproveitada
na elaboracdo do produto alimenticio e esse mesmo sobrante, caso seja
transformado industrialmente para fins determinados, é conhecido como
subproduto (EVANGELISTA, 2005).

O Brasil por ser um dos trés maiores produtores de frutas no mundo,
com uma producgéo superior a 43 milhdes de toneladas em 2013 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FRUTAS, 2015), vem tornando-se uma grande poténcia no
beneficiamento de sua produgdo. Frutas que antes eram exportadas in natura,
hoje passam por diversos processos de industrializacdo. Assim, além do
consumo diério, o processamento dessas frutas gera muitos residuos que sdo
descartados no meio ambiente, muitas vezes sem nenhum cuidado ou
direcionados para a fabricacdo de racdo animal ou adubo.

Nos ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada a minimizagdo ou
reaproveitamento de residuos solidos gerados nos diferentes processos
industriais. Os residuos provenientes da industria de alimentos envolvem
quantidades aprecidveis de casca, caroco ou sementes e o0 bagaco. Esses
materiais, além de fonte de matéria organica e nutritiva, servem como fonte de
compostos antioxidantes, como 0s compostos fendlicos, que sdo importantes
para as funcOes fisioldgicas e passiveis de recuperacdo e aproveitamento na
industria farmacéutica, de cosméticos, de agroquimicos e de alimentos (SOUSA
etal., 2011).

Vérios pesquisadores vém estudando o aproveitamento de residuos de
frutas gerados pelas agroindustrias para aplicacdo em setores industriais, tais
como as frutas refugadas, cascas, sementes e/ou carocos e bagaco. Uma

alternativa é a transformacdo destes residuos em pdés-alimenticios ou farinhas,
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que além de possuirem diversos componentes, como: fibras, vitaminas e
minerais, apresentam compostos fendlicos, como os flavonoides. Esses
componentes trazem efeitos benéficos, podendo auxiliar na prevencdo de
diversas doencas cronicas ndo transmissiveis e na conservacdo dos alimentos
(BRENNAN, 2006).

A conservacdo pés-colheita da acerola é relativamente curta, devido
apresentar elevada atividade respiratéria. Uma opcdo viavel para o
aproveitamento econdmico dessa fruta é a industrializagdo, porém é gerada
grande quantidade de residuos. O aproveitamento deste residuo como matéria-
prima para pesquisa de novos compostos bioativos é de grande interesse
econbmico e representa um segmento importante nas inddstrias, pois agrega
valor ao residuo, consequentemente ao fruto, e ajuda a minimizar os riscos de

danos ambientais causados com o0 seu descarte.

3.2 Considerac0es gerais sobre aceroleira

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), também conhecida como
Cereja das Antilhas ou Cereja de Barbados (Figura 1), pertence a familia
Malpighiaceae, género Malpighia e € originaria de regides da América Central,
noroeste da América do Sul e Antilhas (SANTOS et al., 2006).

FIGURA 1 Fruto da aceroleira
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A aceroleira pode florescer e frutificar varias vezes durante o ano, com
uma producéo de trés ou mais safras, concentradas principalmente na primavera
e verdo, que dependem das condic@es climaticas locais, como disponibilidade de
agua no solo. As plantas adultas chegam a produzir acima de 59,3 kg de frutos
plantaano, que corresponde a uma produtividade em torno de 29 toneladas por
hectare ao ano (AGRIANUAL, 2010). O fruto da aceroleira é uma drupa
carnosa que varia na forma e tamanho e pesa de 2 a 10 g (NEVES, 2007). Sua
polpa (mesocarpo) carnuda e suculenta é recoberta por uma casca (epicarpo) de
protecdo muito fina e delicada, que amadurece rapidamente. Seu endocarpo
normalmente € constituido de trés carogos triangulares e alongados, com textura
de pergaminho e superficie reticulada, podendo ou ndo conter uma semente cada
(MARQUES et al., 2007; RITZINGER; RITZINGER, 2011).

As variedades sdo divididas em doces e acidas. Apesar das doces serem
mais agradaveis ao consumo in natura, sdo as &cidas que despertam o maior
interesse comercial, devido ao fato de apresentarem maior teor de vitamina C
(SANTOS et al., 2006). Além de fonte de vitamina C, a acerola apresenta-se
vitaminas como provitamina A, e vitaminas do grupo B como tiamina (B1),
riboflavina (B2), piridoxina (B6) e niacina, e apresenta em sua cCOmposi¢ao 0s
minerais, ferro, calcio, fésforo e sddio (FOLEGATTI; MATSUURA, 2003).

No campo da saude, a acerola é indicada em infeccles, gripes,
resfriados, lesdes hepaticas, afeccBes pancredticas e pulmonares, dispepsia,
vOmitos insidiosos, Ulceras do trato digestivo, nas altera¢cbes do mecanismo de
coagulacdo sanguinea, nas hemorragias capilares nasais e gengivais, nos estados
de intoxicacdao por antibidticos, além de evitar dores musculares (MENDONCA,
MEDEIROS, 2011).

A acerola € uma fruta com grande potencial industrial, devido as suas
caracteristicas nutricionais e a presenca de compostos fenolicos, com alta

atividade antioxidante. No entanto, a elevada perecibilidade e a curta vida util
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pos-colheita desta fruta, devido apresentar estrutura fragil e elevada atividade
respiratoria, limitam a sua exportacdo, sendo mais empregada na inddstria de
processamento de alimentos o0 que gera grande quantidade de residuo. Sabe-se
que 15 a 41% do volume total de toda acerola processada para obtencédo de polpa
é considerado residuo e desprezado no processo fabril, considerado custo
operacional para as empresas (AGUIAR et al., 2010). Assim, o aproveitamento
deste residuo como matéria-prima para pesquisa de novos compostos bioativos é
de grande interesse econbmico e representa um segmento importante nas
industrias, pois agrega valor ao fruto.

Marques et al. (2013) avaliaram as farinhas de semente e bagaco de
acerola e identificaram metabdlitos de interesse nutricionais e farmacoldgicos e
auséncia de substancias potencialmente téxicas nas farinhas. Enquanto, que
Marques et al. (2015) utilizaram as farinhas de semente e de bagago de acerola
na elaboracdo de barras de cereais em diferentes combinagdes com a aveia
integral e concluiram que as barras BC 4 e BC 5 podem ser consideradas como
produtos com maior valor nutricional, contendo ferro, com baixo valor
energético e teores elevados de fibras alimentares, além de estarem enriquecidas
com substancias antioxidantes. Esses residuos poderiam ser aplicados na
indUstria agroquimica, farmacéutica e de alimentos, sobretudo devido aos seus
niveis elevados de compostos fendlicos e fibras.

Estudos cientificos sobre uso do residuo de acerola como inibidor de
enzimas digestivas, antioxidante e inseticida sdo praticamente inexistentes. Além
disso, devido a sua riqueza de fitoquimicos, como os compostos fenolicos, ele
poderia ser utilizado pelas inddstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e

agroquimica.
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3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo derivados do metabolismo
vegetal secundéario presentes em plantas e estdo relacionados, principalmente,
com a protecdo, conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas. Nos
alimentos, estes compostos podem influenciar o valor nutricional e a qualidade
sensorial, conferindo atributos como cor, textura, amargor e adstringéncia. Na
maioria dos vegetais, 0s compostos fenolicos constituem os antioxidantes mais
abundantes (EVERETTE et al., 2010). Ahmad et al. (2012) definem compostos
fendlicos como fitoquimicos naturais de plantas que possuem atividade
antioxidante, quimio-preventiva e propriedades quimioterapicas.

O grupo dos polifendis € um dos mais numerosos e amplamente
distribuidos no reino vegetal, sendo atualmente conhecidas mais de 8.000
estruturas quimicas diferentes. Encontram-se naturalmente conjugados a um ou
mais residuos de aclcares ligados aos grupos hidroxila ou, menos
frequentemente, ligados diretamente a um carbono aromatico (MARTINEZ-
FLORES et al., 2002). Quimicamente, podem ser definidos como substancias
que possuem um anel aromético contendo um ou mais grupos hidroxilas e em
sua maioria sdo de grande polaridade e muito reativos, além de serem suscetiveis
a acdo de enzimas. Estruturas fendlicas ligam-se a proteinas e aglcares e fazem
parte de alcaloides e terpenoides (SOARES et al., 2008; LI et al., 2014).

A diversidade estrutural dos compostos fenélicos deve-se a sua dupla
origem biossintética, com a possibilidade de uma participacdo simultanea nas
vias do &cido chiquimico e do acetato-malonato, formando compostos de origem
mista, 0 que pode originar desde moléculas simples como as dos &cidos
fendlicos até compostos altamente polimerizados como os taninos (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos podem ser classificados segundo o tipo do

esqueleto principal, originando:
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Acidos fendlicos: sdo derivados do acido benzoico (acido p-hidroxi-
benzoico, acido protocatéquico, acido galico, acido salicilico, &cido
vanilico, &cido siringico e &cido gentisico) ou do &cido cindmico (acido
p-cumarico, acido cafeico, acido sinapico e acido ferulico) (Figura 2). O
acido géalico, um dos derivados do &cido p-hidroxi-benzoico, é
encontrado mais frequentemente na natureza na forma de seu dimero de
condensacdo, 0 4cido elagico, que € encontrado em plantas
vascularizadas, de forma sollvel ligado a glicose, como um galotanino
hidrolisavel (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; RIBEREAU-GAYON
etal., 2006).

OH N o1

(A) (B)

FIGURA 2 Estrutura do &cido benzoico (A) e do acido cinamico (B)

Flavonoides: possuem uma estrutura basica de dois anéis aromaticos
ligados por uma ponte de trés atomos de carbono (C6-C3-C6) (Figura
3), resultante das duas rotas biossintéticas distintas, a do &cido
chiguimico e a do acetato, via é&cido maldnico (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2003; ANGELO; JORGE, 2007). Os flavonoides de
origem natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande
nimero ocorre conjugado com aglcares. Esta forma conjugada é
conhecida como heterosideo e, quando esta sem o agucar, é chamado de
aglicona ou genina. Os flavonoides podem ser subdivididos em:

flavonas, flavondis, o-heterosideos, c-heterosideos, antocianos,



24

chalconas, auronas, diidroflavonoides, flavanas, antocianidinas,
leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonoides, neoflavonoides
e biflavonoides (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

FIGURA 3 Estrutura fundamental dos flavonoides

Taninos: sdo classificados segundo sua estrutura quimica, em taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (Figura 4). Os taninos hidrolisaveis
sdo formados por um &lcool poli hidrico, cujas hidroxilas sdo
esterificadas, parcialmente ou completamente, pelo &cido galico
(galotaninos) ou pelo 4acido hexahidroxidifénico (elagitaninos)
(BATTESTIN et al., 2004; ZHANG et al., 2012). Os taninos
condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensagdo de unidades de flavan-3-6is e/ou flavan-3,4-didis. Essa
classe de taninos também é denominada de proantocianidinas, na qual
sdo encontradas, a catequina, galocatequina, epicatequina e
robinetinidol, os quais se diferenciam pelo tipo de substituinte da cadeia
principal (SANTOS; MELLO, 2003; BATTESTIN et al., 2004).
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Figura 4 Estrutura do tanino hidrolisavel (A) e do tanino condensado (B)
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3.3.1 Propriedades dos compostos fendlicos

A funcionalidade dos compostos fenolicos esta relacionada
principalmente a sua acdo antioxidante, ou seja, acdo neutralizadora de radicais
livres. E podem estar associados a possivel prevencgdo do risco da ocorréncia de
algumas doengas, como aterosclerose, alguns cénceres, patologias cerebrais e
inflamagBGes (SOARES et al., 2008; GONENC et al., 2011). De acordo com
Halliwel (2007), antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou inibir a
oxidagdo de substratos oxidaveis e tém como principal fungdo proteger os
constituintes celulares, sequestrar os radicais livres e manter o estado redox
celular.

Compostos fendlicos e, em particular, os flavonoides possuem estruturas
ideais para neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN), sendo considerados antioxidantes mais eficazes que as vitaminas E e C.
A atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons,
estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros
antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e
interacdo com as membranas Estes compostos podem agir tanto na etapa de

iniciacio como na propagacdo do processo oxidativo e 0s produtos
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intermediérios formados por sua acéo séo relativamente estaveis, devido em sua
estrutura quimica conter nimero varidvel de hidroxilas e ressonéncia do anel
aromatico  (GILABERTE; GONZALEZ, 2010; GHASEMZADEH;
GHASEMZADEH, 2011).

Estudos recentes tém demonstrado a acdo dos compostos fenolicos como
antioxidantes, atuando no combate dos radicais livres responsaveis pelo
desenvolvimento de doencas degenerativas como cancer, desordens
neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, diabetes e outras doengas
crbnicas (KATAKI et al., 2012; LIMA et al., 2013).

Como inibidores de enzimas digestivas humanas estudos mostram a
aplicagdo desses compostos (SREERAMA et al., 2010; VOGEL et al., 2015;
ZHANG et al.,, 2015), devido a capacidade de ligagdo com as enzimas
glicoliticas e lipase, reduzindo a absor¢do de carboidratos e gorduras sendo
capazes de auxiliar na prevengéo da obesidade e doencas correlacionadas.

Taninos tém a capacidade de combinar com enzimas digestivas,
proteinas e outros polimeros, formando complexos estaveis, interferindo na
digestibilidade e, consequentemente, prejudicando a absorcdo de carboidratos,
lipidios e proteinas (WON et al., 2007; GHOLAMHOSEINIAN et al., 2010).
Klaus et al. (2005) e Alterio et al. (2007) relataram que estruturas fendlicas
reduzem a ingestdo alimentar, diminuiem a absorcao intestinal de gorduras e
carboidratos ocasionado pela inibicdo de enzimas digestivas e apresentam
efeitos termogénicos, podendo atuar na prevencgdo da obesidade.

Ja no controle de insetos, compostos fendlicos como os taninos, tém
reconhecidamente funcdo de inibir herbivoros, pois em altas concentracdes,
frutos, folhas, sementes ou demais tecidos jovens tornam-se impalataveis aos
fitéfagos, devido a precipitacdo de glucoproteinas salivares, resultando na perda
do poder lubrificante (MONTEIRO et al., 2006). Os taninos apresentam

habilidade para formar complexos sollveis com alcaloides, gelatinas e diversas
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outras proteinas e também inibem enzimas digestivas (SIMOES et al., 2007). O
efeito dos taninos sobre os insetos da-se em razdo do fato desses compostos
formarem complexos com as enzimas digestivas presentes no intestino dos
herbivoros, e, como consequéncia, levam a uma reducdo na eficiéncia da
digestdo de proteinas e, por fim, retardam o crescimento (WAR et al., 2012), o
gue torna essas classes de substancias fenolicas bastante toxicas a insetos.

Os flavonoides, tais como a quercetina, também participam de
importantes fun¢Bes no desenvolvimento e na defesa dos vegetais, inibindo a
regulacdo de enzimas digestivas, fortalecendo a parede celular dos vegetais e
diminuindo a palatabilidade para herbivoros (CHEN, 2008; FILGUEIRAS et al.,
2011).

Existem relatos de compostos fendlicos que foram tdxicos, reduzindo o
crescimento dos insetos, provocando deformacdo de pupas, bem como uma
reducdo na oviposicdo (URREA-BULLA et al., 2004; MESBAH et al., 2007;
TIRELLI et al., 2010; ALVES et al., 2011; RANI; PRATYUSHA, 2013;
ALVES et al., 2014).

Portanto, grande énfase tem sido dada a identificagdo e purificagdo de
novos compostos com atividade antioxidante, de inibidores de enzimas
digestivas e inseticida oriundos de fontes naturais, que possam agir sozinhos ou
sinergicamente com outros aditivos, como uma forma de combate as
enfermidades e combate as pragas, evidenciando a necessidade de pesquisas
para descoberta de novas fontes desses compostos, como no residuo proveniente

do processamento de suco de acerola.

3.4 Obesidade
A obesidade é uma doenca resultante do acimulo excessivo de gordura
na forma de tecido adiposo que resulta em prejuizos a satde, podendo levar a

morte. Muitas sdo as causas que levam a obesidade, entre elas podem ser citadas
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as desordens genéticas, os maus habitos alimentares, as desordens enddcrinas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA -
SBEM, 2010) e o balan¢o energético positivo, que acontece quando a
guantidade de energia consumida é maior que a quantidade gasta (HENRY;
PANDIT, 2009).

Vaérios sdo os fatores que levam a obesidade como a influéncia familiar,
as dietas caloricas ricas em lipidios e o gasto energético insuficiente (THIVEL et
al., 2012). A evolugdo do padréo de consumo da populacao brasileira entre 1970
e 2009 mostra as seguintes tendéncias: aumento do consumo de alimentos
ultraprocessados (biscoitos, embutidos, refrigerantes e refei¢des prontas) e
estabilizacdo do consumo de frutas e hortalicas (que representam menos da
metade da recomendagdo de consumo) e redugdo de consumo de alimentos
basicos como ovos, gordura animal, peixe, leguminosas, raizes e tubérculos e
arroz (IBGE, 2011).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude relataram que em 2014, mais
de 1,9 bilhdes de adultos estavam acima do peso e destes mais de 600 milhGes
eram obesos (WHO, 2015), dados estes, que implicam em altos gastos
econdmicos tanto pelos érgaos governamentais como pelos individuos afetados.
Bahia et al. (2012) estimaram que 0s custos totais por ano com as doencas
relacionadas ao excesso de peso e a obesidade, incluindo internagdes, consultas
e medicamentos, chegam a US$ 2,1 bilhdes.

A obesidade esta presente tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento e causa prejuizos a saude em adultos, adolescentes e criangas,
sendo considerada uma epidemia mundial (WANDERLEY; FERREIRA, 2010).
O excesso de peso estd associado a varios problemas, como doengas
cardiovasculares respiratorias, gastrintestinais, problemas metabdlicos como
diabetes mellitus tipo 2, dermatites, micoses, alguns tipos de cénceres e
problemas renais (SBEM, 2010).
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Para o diagnostico da obesidade as medidas antropométricas utilizadas
s&0 o Indice de massa corporal (IMC), a medida da circunferéncia abdominal e a
razdo cintura quadril, sendo a primeira a mais utilizada (WHO, 2010). O IMC ¢
0 padrdo utilizado pela WHO e é calculado dividindo-se o peso do individuo
(em kg) pelo quadrado de sua altura (em metros) (SBEM, 2010). Quando o
resultado do calculo do IMC de um adulto esta entre 18,5 a 24,9 é considerado
peso normal e quando o IMC esta acima de 30 ja é considerado obeso.

Para o combate dessa epidemia inclui a pratica de atividade fisica e
mudangas de habito alimentar como realizar refeicdes sem pressa e em
ambientes tranquilos, evitar associar emo¢fes com ingestdo alimentar, mastigar
bem os alimentos, além da correcéo dos erros alimentares (tratamento dietético).
Outra forma de combate é com o tratamento medicamentoso que inclui agentes
que diminuem a fome ou modifiquem a saciedade; que reduzem a digestao e
absorcdo de alimentos e 0s que aumentam o gasto energético (NONINO-
BORGES et al., 2006). No entanto, esses medicamentos causam efeitos
colaterais e deve servir apenas como auxilio ao tratamento dietético e ndo como
estrutura fundamental do tratamento da obesidade.

Assim, uma alternativa amplamente utilizada é o uso de extratos
vegetais. Nos Ultimos anos houve um aumento consideravel em seu consumo,
devido a populagdo acreditar que estd ingerindo “medicamentos” que néao
provocam danos a saude; que apresentam baixo custo e que podem inibir
enzimas digestivas glicoliticas e lipase ocasionando alteracbes benéficas no
metabolismo (SIMAO et al., 2012). Extratos vegetais também podem
proporcionar efeitos adversos e provocar danos a salde necessitando assim, de
respaldo cientifico.

Pesquisas tém buscado avaliar o efeito de produtos de origem vegetal
como auxiliares no tratamento da obesidade e comorbidades associadas e

reforcam a necessidade da busca por novas fontes de inibidores de amilases,
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glicosidases e lipases (UDANI et al., 2009; SOUZA et al., 2011; PEREIRA et
al., 2011; SIMAO et al., 2012).

Enzimas como a o-amilase e a-glicosidase, sdo responsaveis pelo
processamento de carboidratos da dieta, agindo sobre a quebra do amido, o que
resulta na absorcdo de monossacarideos por enterdcitos. Portanto, a sua inibigdo
oferece uma estratégia promissora para auxiliar no tratamento da obesidade
atraves da reducdo da quebra do amido e a absorcdo de glicose no intestino
delgado (KWON et al., 2008). J& a lipase, envolvido no metabolismo da
gordura, € também um importante alvo para inibidores, uma vez que a sua
inibicdo promove a reducdo na absorgéo de triglicerideos da dieta, que conduz a
uma diminuigdo no rendimento caldrico e a perda de peso. Por outro lado, a
inibicdo de tripsina, envolvidos na digestdo de proteinas, tem um efeito nefasto,
uma vez que diminui a absor¢do de aminoécidos na alimentacdo e é essencial
para o organismo (FRIEDMAN; BRANDON, 2001).

Assim, inibidores de enzimas digestivas que auxiliem na redugdo da
absorcéo de carboidratos e gorduras no intestino na fase inicial podem revelar-se
Uteis como auxiliares no tratamento da obesidade. O uso de residuos
agroindustriais de frutas apresenta-se bastante promissor para a extragdo de
principios ativos que podem ser empregados como auxiliar no tratamento da

obesidade e doencas correlacionadas.

3.5 Antioxidantes e espécies reativas

O estilo de vida da populacdo sofreu mudangas nos ultimos anos. O
estresse, a poluicdo, a ma alimentacdo, o sedentarismo, sdo evidéncias de que 0s
maus habitos podem causar varios problemas & saude humana. E como
consequéncia a esses maus habitos surge o extresse oxidativo que é definido
como um desequilibrio entre os niveis de oxidantes e antioxidantes, que

conduzem o surgimento de vérias doengas.
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Antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagéo
de substratos oxidaveis e tém como principal funcdo proteger os constituintes
celulares e manter o estado redox celular, impedindo a acdo das espécies reativas
(KATAKI et al.,, 2012). Eles previnem os efeitos deletérios da oxidacao,
inibindo o inicio da lipoperoxidacdo, neutralizando as espécies reativas e/ou
guelando ions metalicos; protegem organismos aerobicos do estresse oxidativo,
definido como elevacdo na formacdo de espécies reativas de oxigénio
(RODRIGUES et al., 2003). Apesar dos antioxidantes doarem elétrons para
determinados substratos, eles ndo se tornam espécies reativas, pois eles sdo
estaveis em ambas as formas.

A presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao
radical, em funcéo de seu potencial de redugdo; a capacidade de deslocamento
do radical formado em sua estrutura; a capacidade de quelar metais de transicao
implicados no processo oxidativo; e 0 acesso ao local de acdo, dependendo de
sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo sdo caracteristicas de
um bom antioxidante (MANACH et al., 2004).

Ja as espécies reativas advém da formacao e da atividade de compostos
quimicos conhecidos como espécies reativas do oxigénio (ERO) ou do
nitrogénio (ERN), os quais apresentam tendéncia de promover reagdes
oxidativas.

Essas espécies podem ou ndo apresentar um ou mais elétrons
desemparelhados sendo, por isto, instdveis e altamente reativos. Como
exemplos, podem ser citadas as espécies radical hidroxila (‘OH), o anion
superéxido (O2), o acido hipoclérico (HOCI), peroxido (O.%), peroxila (ROO"),
hidroperéxido (ROOH), peroxido de hidrogénio (H20,), alcoxila (RO"), éxido
nitrico ("NO), 6xido nitroso (N2Os), acido nitroso (HNO.), nitritos (NOy),
nitratos  (NOgz’), peroxinitritos (ONOO’). A geracdo destas espécies ocorre

durante as fungBGes normais das células como a respiracdo, a fagocitose, o
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metabolismo do &cido araquidénico, a atuagdo das defesas anti-inflamatorias e a
fertilizacdo, mas o excesso das mesmas pode provocar diferentes condigdes
patoldgicas como cancer, distrofia muscular, desordens neuroldgicas (LOBO et
al., 2010; STUMPF et al., 2012).

A presenca excessiva de espécies reativas podem desenvolver varias
doencas crbnicas ndo transmissiveis como aterosclerose, infarto do miocérdio,
acidente vascular cerebral, varias formas de canceres, diabetes, fibrose cistica,
disturbios neurodegenerativos como a doengas de Alzheimer e o mal de
Parkinson e a catarata (KATAKI et al., 2012; STUMPF et al., 2012).

Os organismos aerdbicos desenvolveram sistemas defensivos com a
fungdo de regular a geracdo das espécies reativas ou neutraliza-las apos a sua
producéo. Estes mecanismos incluem a utilizagdo de substancias antioxidantes
de origem enddgena ou exdgena que reduzem as ERO ou ERN a formas menos
reativas e a transcricdo de enzimas antioxidantes com a fungdo de degradar ou
desativar substratos oxidados. Entre estas enzimas, podem ser destacadas a
superoxido dismutase (SOD) que elimina os radicais superdxido, a glutationa
peroxidase (GPx) que reduz os peroxidos e hidroperdxidos, a glutationa redutase
(GR) que regenera a glutationa a partir da sua forma oxidada e a catalase (Cat)
que destr6i o peroxido de hidrogénio por dismutacdo, juntas atuam como
neutralizadoras de espécies reativas (PINCEMAIL, 2006; KATAKI et al., 2012).
Os antioxidantes adquiridos na alimentacdo podem inverter a acdo prejudicial e
patologica da acdo das espécies reativas, restaurando as fungdes fisioldgicas
(KATAKI et al., 2012). A soma de antioxidantes enddgenos e derivados dos
alimentos representa a capacidade antioxidante total do sistema (KURIAKOSE;
KURUP, 2010).

A partir de 1980, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o
emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico aumentou

consideravelmente com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais
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tém sido restringidos devido ao seu potencial téxico e carcinogénico em
experimentos com animais, como aumento do peso do figado (ANDRADE et
al., 2012).

Muitos trabalhos associam a ingestdo de compostos fendlicos com a
capacidade antioxidante. Martinez et al. (2008) ao investigar os efeitos da
quercetina em um modelo de inflamacdo pulmonar induzida por bleomicina,
ressaltaram seu efeito antiinflamatorio e relacionaram esse efeito a sua
propriedade antioxidante. J& Tipoe et al. (2010) mostraram que a administragdo
de galato de epigalocatequina foi eficaz na atenuacéo da lesdo hepatica induzida
por CCls e fibrose em ratos. Enquanto, Brito et al. (2013) verificaram que a
quercetina inibiu a proliferacéo celular da linhagem de carcinoma hepatocelular.

O interesse por substdncias naturais encontradas em plantas com acao
antioxidante tem aumentado nos ultimos anos, levando as industrias
alimenticias, cosmética e farmacéutica a terem maior atencdo em novas fontes
antioxidantes. Entretanto, existem varias questdes a ser respondidas como a
relacdo dose/resposta para essa acdo, se a capacidade antioxidante esta
relacionada a biodisponibilidade de compostos fenolicos, das enzimas
antioxidantes ou a estes dois fatores. Assim, surge a necessidade de maiores
investigacBes sobre residuos agroindustriais de frutas contendo substancias
fendlicas e possiveis efeitos in vivo destes compostos como antioxidantes que
podem prevenir ou minimizar a ocorréncia de diversas doencas cronicas ndo

transmissiveis.

3.6 Lagarta-do-cartucho

Nos ultimos anos, a busca por produtos naturais que contenham
principios ativos contra insetos praga tem se intensificado. A descoberta de
novas substadncias em alternativa aos inseticidas sintéticos é de grande

relevancia. Pois, a aplicacdo de inseticidas sintéticos além de causar efeitos
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adversos ao meio ambiente, também pode promover selegcdo de populacdes de
insetos praga resistentes, acumulo de residuos nos alimentos e mortalidade de
inimigos naturais dos insetos praga (BUSATO et al., 2006; AL-MAZRA’AWI e
ATEYYAT, 2009; CACCIA et al., 2014).

Entre o0s indmeros insetos pragas de culturas de importancia
econbmica,se sobressai a lagarta militar ou lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J E Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Trata-se de um inseto
polifago e de distribuicdo cosmopolita, amplamente encontrado na América do
Norte e do Sul, podendo causar danos em diversas culturas, incluindo milho,
sorgo, algoddo e diveras gramineas (MURUA et al., 2009; CASMUZ et al.,
2010).

Os adultos sdo mariposas com alta mobilidade, medindo em torno de 4
cm de envergadura, com as asas anteriores de coloragdo cinza escuro e
posteriores branco acinzentadas. As fémeas apresentam elevado potencial
reprodutivo, com capacidade de ovipositar mais de 1000 ovos. O ciclo de vida
do ovo a fase adulto (Figura 5) é relativamente curto de 25 a 30 dias,
dependendo da temperatura, sendo a longevidade dos adultos de
aproximadamente 12 dias (OMOTO et al., 2013).

CICLO

FIGURA 5 Ciclo de vida da Spodoptera frugiperda
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Nas culturas de milho, sorgo, algoddo e algumas gramineas a S.
frugiperda realiza postura em massa nas folhas com aproximadamente 200 a 300
ovos. Os ovos sdo de coloracdo verde-clara, passando a alaranjado algumas
horas apds a oviposi¢do. O periodo de incubacéo é de aproximadamente 3 dias.
As larvas de 1° instar sdo de coloracdo clara passando para pardo-escuro até
quase preta dependendo da idade. Apresentam um “Y” invertido na parte frontal
da cabeca. O periodo larval varia de 15 a 25 dias, com 4 a 7 instares dependendo
da temperatura, planta hospedeira, sexo e bidtipo. Findo o periodo larval, as
lagartas penetram no solo, onde se transformam em crisalidas (pupas) de
coloragdo marron-avermelhada. Apo6s aproximadamente 10 dias de periodo
pupal ocorre a emergéncia dos adultos (OMOTO et al., 2013).

O controle de S. frugiperda ndo tem se sido uma tarefa facil, pois os
inseticidas com frequéncia tém apresentado falhas de controle. Isso se deve
aumento de individuos resistentes no campo. Assim, a busca por novos produtos
com acdo inseticida contra esse inseto em substituicdo aos sintéticos € de grande
importancia.

A atividade biol6gica de produtos naturais sobre S. frugiperda foi
identificada ao retardar o desenvolvimento das larvas, reduzindo sua capacidade
de alimentacdo, o desenvolvimento e a emergéncia dos adultos, afetando
também a capacidade de oviposicdo de muitas espécies (TIRELLI et al., 2010;
SANTOS et al., 2013; ALVES et al., 2014).

Nesse contexto, o uso de residuos agroindustriais de frutas apresenta-se
bastante promissor para a extracdo de principios ativos que podem ser

empregados para o controle de insetos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Residuos agroindustriais de frutas sdo fontes naturais de substancias
bioativas, amplamente reconhecidas por suas propriedades promotoras de salde
e aplicagbes tecnoldgicas, como antioxidantes, inseticidas e inibidores de
enzimas digestivas, superando muitas vezes o teor nas polpas das frutas. Entre
essas substancias bioativas, sobressaem os compostos fenolicos.

Assim, agregar valor a estes residuos é de grande interesse visto que, 0
uso destes pode apresentar uma solucéo vidvel para a pesquisa de novas drogas
para o0 tratamento da obesidade e doengas relacionadas; para encontrar
substancias naturais com atividade antioxidante e impedir a acdo das espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio prevenindo o aparecimento de varias
doencas, como o cancer e doencas cardiovasculares; para controle de infestaces
de insetos pragas em plantacdes.

Diversos estudos sobre a composi¢do dos residuos agroindustriais de
frutas tém sido realizados com o intuito de que estes sejam adequadamente
aproveitados. Para agregar-lhes valor, é necessario o conhecimento dos seus
constituintes, através de investigacdes cientificas e tecnoldgicas. O residuo,
bagaco de acerola, proveniente do processamento para a obten¢do de suco, é rico
em compostos fendlicos, portanto, uma Otima fonte para a extracdo deste
constituinte.

Neste trabalho de tese foram preparados dois extratos de farinha de
bagaco de acerola, um extrato metanolico e outro acetonico sendo identificados
os compostos fenolicos acidos gélico, siringico, salicilico e p-cumarico,
catequina, galato de epigalocatequina, epicatequina e quercetina.

O extrato metanolico da FBA foi capaz de inibir in vitro as enzimas a-
amilase e o-glicosidase, na presenca do fluido géstrico simulado, podendo ser
utilizado como auxiliar no tratamento da obesidade e comorbidades associadas.

Este extrato, também apresentou propriedades antioxidante e hepatoprotetora
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nas doses de 0,5 g e 1,0 g de compostos fendlicos/70 kg de peso animal, ja que a
dose de 5,0 g/70 kg de peso animal acarretou aumento da atividade da ALT,
reducdo da SOD e do teor de albumina, em comparacdo ao controle negativo,
revelando potencial farmacol6gico. Porém, estudos complementares do
potencial medicinal deste residuo se fazem necessarios para averiguacdo de
outros parametros que definam efetividade e seguranca, além de outras possiveis
aplicacGes.

J& o extrato acetonico da FBA diminuiu a sobrevivéncia de S.
frugiperda, em condicdes laboratoriais. Estudos futuros devem ser realizados
avaliando seu uso potencial em condi¢Bes de campo e investigar o efeito dos
compostos fendlicos isolados identificados no extrato FBA.

Portanto, esses extratos apresentam potencial para serem utilizados na

industria farmacéutica e/ou agroquimica.
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SEGUNDA PARTE
ARTIGOS

No primeiro artigo, intitulado Metanolic extract of Malpighia
emarginata bagasse: phenolic compounds and inhibitory potential on
digestive enzymes, avaliou-se o potencial do extrato metandlico de bagaco de
acerola como fonte de inibidores das enzimas a-amilase, a-glicosidase, lipase e
tripsina e determinaram-se os compostos fendlicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, visando utiliza-lo como auxiliar no tratamento da obesidade e
doencas correlacionadas.

No segundo artigo, intitulado Extrato metandlico liofilizado de bagaco
de acerola: atividade antioxidante e hepatoprotetora em ratos Wistar,
investigaram-se as atividades antioxidante e hepatoprotetora do extrato
metandlico de bagaco de acerola, proveniente da extracdo da polpa, contra a
lesdo hepatica induzida pelo CCls em ratos Wistar, visando encontrar possivel
alternativa para a industria farmacéutica e/ou cosméticas.

No terceiro artigo, intitulado Malpighia emarginata DC. bagasse
acetone extract: phenolic compounds and their effect on Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), avaliou-se o efeito do
extrato acetonico de bagaco de acerola contra S. frugiperda e caracterizaram-se
0s compostos fendlicos, em funcdo de ser uma possivel alternativa de inseticida

natural.
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ABSTRACT

Adding value to fruit residues is of great interest, since they can be presented as
a viable solution in search of new drugs for the treatment of obesity and related
diseases, due to bioactive substances, especially phenolic compounds. Thus, the
objective of this study was to prepare the methanol extract of acerola bagasse
flour (ABF), in order to evaluate its potential as a source of inhibitors of the
enzymes a-amylase, a-glucosidase, lipase and trypsin, and determine the content
of phenolic compounds by high performance liquid chromatography. Enzymatic

inhibition assays were conducted in the presence or absence of simulated gastric
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fluid. In the methanol extract of ABF, the following phenolic compounds
wereidentified: gallic acid, syringic and p-coumaric acid, catechin,
epigallocatechin gallate, epicatechin and quercetin; epicatechin was the major
compound. In the absence of gastric fluid, simulated enzymes had a variable
inhibition of the ABF extract, except for lipase, which was not inhibited. In the
presence of simulated gastric fluid, there was an inhibition of 170.08 IEU
(Inhibited Enzyme Unit in umol min? g?) for a-amylase and 69.29 IEU for o-
glucosidase, indicating that this extract shows potential as an adjuvant in the
treatment of obesity and other dyslipidemia.

Keywords: Malpighia emarginata, a-amylase, a-glucosidase, lipase, trypsin,

inhibitor.

Introducion

Obesity is a disease resulting from the excessive accumulation of body
fat, and brings multiple outcomes for health, such as the prevalence and
progression of cardiovascular diseases (especially heart diseases and stroke),
which were the major causes of death in 2012; Some types of cancer
(endometrium, breast and colon); skeletal muscle disturbs (specially
osteoarthritis - a highly incapacitating degenerative disease); hypertension and
type 2 diabetes mellitus (WHO, 2015; Wanderley & Ferreira, 2010).

Between 1980 and 2014, the world's obesity prevalency doubled. Data
from the World Health Organization report that, in 2014, more than 1.9 billion
adults were overweight and, among them, more than 600 million were obese
(WHO, 2015).

One way to fight this epidemic disease is drug treatment. Medicine to
fight weight gain, which has the objective to restrict energy absorption and cause

weight loss, is widely available (Boniglia et al., 2008). However, these drugs
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cause side effects and are prohibited by Anvisa since 2011 (ABESO, 2014).
Another alternative broadly employed is the use of plant extracts. Over the last
years, there was a substantial increase in its use, by the fact that the population
believes its intake is harmless, with a low cost, and may inhibit digestive
enzymes, leading to beneficial changes in metabolism (Siméo et al., 2012).
However not all natural products are beneficial and further studies are necessary
to evaluate their effects on the organism.

Enzymes like a-amylase and o-glycosidase, responsible for processing
dietary carbohydrates, act on starch breakdown, resulting in monosaccharide
absorption by enterocytes. Therefore, their inhibition offers a promising strategy
for the prevention of obesity, as well as type 2 diabetes associated to
hyperglycemia, by inhibiting starch breakdown and glucose absorption in the
small intestine (Balasubramanian et al., 2013; Kwon et al., 2006).

Lipase, involved in fat metabolism, is also an important target for
inhibitors, since its inhibition limits triacylglycerol absorption, leading to a
decrease in caloric yield and weight loss. On the other hand, trypsin inhibition,
involved in protein digestion, has a malefic effect, once it impairs the complete
amino acid absorption in food, essential for the organism.

Research has been carried out for evaluating the effects of natural
products on the treatment of obesity and associated comorbidities, reinforcing
the need for the search of new sources of amylase, glycosidase and lipase
inhibitors (Souza et al., 2011; Pereira et al.,, 2011a; Simédo et al., 2012).
Therefore, digestive inhibitors who assist in reducing fat and carbohydrate
absorption in the small intestine may be useful helpers in the treatment of
obesity.

Natural products have been gaining space and importance in the
pharmaceutical industry, since they have bioactive substances capable of

inspiring new phytomedicines and phytotherapic products. Phenolic compounds
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are among those substances. These compounds present chemical structures with
hydroxyls and aromatic rings, which can be simple structures or polymers,
originated from plant secondary metabolism and largely found in fruits (Angelo
& Jorge, 2007). Many studies report the benefits of phenolic compounds as an
adjunct in the treatment of obesity (Vogel et al., 2015; Zhang et al., 2015;
Santiago-Mora et al., 2011; Alterio et al., 2007; Hen et al., 2006; Klaus et al.,
2005).

Alterio et al. (2007) and Klaus et al. (2005) report that phenolic
compounds act in the prevention of obesity due to their thermogenic effects,
ability to oxidize body fat and by decreasing intestinal absorption of fats and
carbohydrates caused by the inhibition of digestive enzymes, resulting in weight
loss. Phenolic compounds, such as tannins, have the ability of combining with
digestive enzymes, proteins and other polymers (such as carbohydrates),
forming stable complexes, impairing absorption and, therefore, making them
possible inhibitors of some of these digestive enzymes (Gholamhoseinian et al.,
2010; Won et al., 2007).

In this context, the use of agro industrial residues of fruits is promising
for the extraction of active principles that may be employed as an alternative to
the treatment of obesity and correlated diseases. By discarding these residues,
secondary metabolites of great aggregated value with possible applications in
pharmaceutical and food industries, are also eliminated. For example, the
acerola bagasse originated in juice processing is, according to Marques et al.
(2013), rich in phenolic compounds, with record contents of 10.82 g 100 g* dry
matter; however, these phenolic compounds were not yet identified.

Given the above, the objective of the present study was to prepare the
methanol extract of acerola bagasse flour (ABF), evaluate its potential as a
source of a-amylase, a-glycosidase, lipase and trypsin inhibitors, and determine

the phenolic compounds by high performance liquid chromatography (HPLC),
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aiming to use it as an auxiliary in the treatment of obesity and correlated
diseases, aggregating value to this residue.

Material and methods

Preparation of acerola bagasse flour

Acerola Malpighia emarginata DC. (BRS 238 Frutacor) bagasse was
obtained from plants grown in the municipality of Perdbes, MG, Brazil
(21°05727" S; 45°05'27" W, 848 m altitude); the local climate according to the
Koppen system is classified as Cwa: mild and rainy summers with moderate
temperatures, annual average temperature below 21°C, average annual
precipitation of 1,529.7 mm, and relative humidity of 76% (Emater, 2002).
Acerola fruits were used for pulp extraction, and the residual bagasse was
provided in three batches by a fruit pulp plant firm located in Perddes, MG,
Brazil.

Acerola bagasse (4 kg) was frozen at -18°C and lyophilized in glass
containers protected from light for 7 days to obtain 450 g dry bagasse. After
lyophilization, acerola bagasse was homogenized using mortar and pestle, was
passed in sieves and most flour particles were retained on sieves sized 40 mesh
(0.425 mm) to 80 mesh (0.180 mm), thus, classified as fine and then placed in a

hermetically sealed flask, protected from light in a refrigerator at 4°C.

Obtention of the extract

To obtain the methanol extract of acerola bagasse flour (ABF), 1 g of

acerola bagasse lyophilized powder was transferred to a 250 mL erlenmeyer and

then added 50 mL of 50% methanol solution in three repetitions. Afterwards, it
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covered with a ground glass joint and put on a hot plate at 80 °C. After boiling
for 15 minutes, the extract was filtered in filter paper and collected to a 250 mL
becker. The residue was once again put on an erlenmeyer and this process
repeated for two more times. After the third filtration, the becker was taken to
the hot plate to evaporate the methanol until the volume reaches 16 mL (AOAC,
2012), and then submitted to enzymatic inhibition analysis.

For the chromatography process, the becker was taken to the hot plate to
evaporate the methanol, posteriorly frozen and lyophilized (Free Zone® 2,5 liter
Freeze Dry Sustems). 1g of lyophilyzed extract was solubilized in 16 mL
ultrapure water obtained from a Milli-Q system (EMD Millipore, Billerica, MA,
USA).

Identification and quantification of phenolic compounds

The high performance liquid chromatography (HPLC) was performed
using a Shimadzu UHPLC chromatograph (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) equipped with two LC-20AT high-pressure pumps, an SPD-M20A UV-
vis detector, a CTO-20AC oven, a CBM-20A interface, and an automatic
injector with an SIL-20A auto sampler. Separations were performed using a
Shim-pack VP-ODS-C18 (250 mmx4.6 mm) column, connected to a Shim-pack
Column Holder (10 mmx4.6 mm) pre-column (Shimadzu, Japan).

The mobile phase consisted of the following solutions: 2% acetic acid in
water (A) and methanol:water:acetic acid (70:28:2 v/v/v) (B). Analyses were
performed for a total time of 65 min at 40 °C, flux of 1 mL min-*, wavelength of
280 nm, and injection volume of 20 pL in a gradient-type system (100% solvent
A from 0.01 to 5 min; 70% solvent A from 5 to 25 min; 60% solvent A from 25
to 43 min; 55% solvent A from 43 to 50 min; and 0% solvent A for 10 min) until

the end of the run. Solvent A was increased to 100%, seeking to maintain a
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balanced column. Acetic acid and methanol (HPLC grade; Sigma-Aldrich, USA)
were used in the preparation of the mobile phase.

Addition of standards to the extracts was also used as an identification
parameter. The phenolic standards used were gallic acid, catechin,
epigallocatechin gallate, epicatechin, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
salicylic acid, resveratrol and quercetin all obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). The stock standard solutions were prepared in methanol
(HPLC grade; Sigma-Aldrich, USA).

The ABF extract and the standards were filtered through a 0.45-um
nylon membrane (EMD Millipore, USA) and directly injected into the
chromatographic system, in three replicates. The phenolic compounds in the
extract were identified by comparison with retention times of standards.
Quantification was performed by the construction of analytical curves obtained
by linear regression using Origin 6.1 computer software (OriginLab,
Northampton, MA, USA) and considering the coefficient of determination (R?)
equal to 0.99.

Enzyme obtention

Were used in the assays the enzymes: porcine pancreatic lypase (EC
3.1.1.3) type II, Sigma; porcine pancreatic a-amylase (EC 3.2.1.1) type VI B,
Sigma and porcine pancreatic trypsin (EC 3.4.21.4), Merck. The a-glycosidase
(EC 3.2.1.20) was obtained from fresh porcine duodenum according to Souza et

al. 2011. The supernatant was collected and used as an enzymatic extract.
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Activity of a-amylase, a-glucosidase, lipase and trypsin

The a-amylase activity was determined using the methodology proposed
by Noelting and Bernfeld (1948). Thus, the extract and a-amylase enzyme were
pre-incubated for 20 min, in a water bath at 37 °C. The substrate was the 1%
starch prepared in Tris 0.05 mol L, pH 7.0 buffer with 38 mmol L* NaCl and
0.1 mmol L CaCl,. After addition of 100 pl of the substrate, the mixture was
incubated for four periods of time. The reaction was interrupted adding 200 pl of
3.5 dinitrosalicylic acid and the product read in spectrophotometer at 540 nm.

The a-glucosidase activity was determined according to Kwon et al.
(2006), using 5 mmol L™ p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside in a 0.1 mol L™ pH
7.0 citrate-phosphate buffer as substrate. In the assay, extract and a- glucosidase
enzyme were incubated in a water bath, at 37 °C, for four periods of time, after
addition of the substrate. The reaction was interrupted adding 1.000 ul of 0.05
mol Lt NaOH and the product was read in a spectrophotometer at 410 nm.

The lipase activity was determined according to Souza et al. 2011, using
8 mmol L* p-nitrophenylpalmitate in Tris-HCI 0.05 mmol L, pH 8.0 buffer
containing 0.5% Triton-X100 as substrate. In the assay, extract and lipase
enzyme was incubated in a water bath, at 37 °C, for four periods of time, after
addition of the substrate. The reaction was stopped, transferring the tubes to an
ice bath and adding Tris-HCI 0.05 mmol L pH 8.0 buffer. The p-nitrophenol, of
yellow coloration, a product of the lipase action on p-nitrophenylpalmitate, was
read in a spectrophotometer at 410 nm.

The trypsin activity was determined according to the methodology
proposed by Erlanger et al. (1961). Thus, extract and trypsin enzyme were
incubated in a water bath, at 37 °C, for four periods of time, after addition of p-

benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide substrate (BApNA), prepared in Tris 0.05
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mol L, pH 8,2. The reaction was interrupted adding 200 pl of 30% acetic acid
and the product read in a spectrophotometer at 410 nm.

For each assay of enzymatic activity, the volume of extract was different
and its dilution ranged so that the enzyme inhibition ranged from 50% to 80%,
according to the methodology.

The inhibition of the enzymes were obtained from the determination of
the slopes of the straight lines (absorbance x time) of the control enzyme
(without extract) and enzymes + inhibitor (with extract) activity assays. The
slope of the straight line is due to the speed of product formation per minute of
reaction and the presence of the inhibitor causes a decrease in that inclination.
From that inclination, the absorbance values were converted into micromoles of
product through a standard glucose curve for the amylase and of p-nitrophenol
for glycosidase and lipase, while, for the trypsin, the of BApNA molar
extinction coefficient determined by Erlanger et al. (1961) was used.

Preparation of simulated gastric fluid

With the objective of simulating the digestion process in the stomach in
vitro, enzymatic activity assays in the presence of a simulated gastric fluid were
also carried out. For such, the extract was incubated with the simulated gastric
fluid prepared according to The United States Pharmacopeia - USP (2005), for 1
h in a water bath at 37 °C. Subsequently, was neutralized with sodium

bicarbonate salt to pH 7.2 and only then realized the activity assays.

Results and discussion

Each 100 g ABF yielded 48 g of lyophilized extract (48% yield). The

following phenolic compounds were identified in the ABF extract, in mg L™
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gallic acid (3.32 £ 0.23), catechin (11.33 + 0.33), epigallocatechin gallate (9.13
+ 0.89), epicatechin (91.86 + 1.49), syringic acid (37.16 + 0.12), p-coumaric
acid (2.41 + 0.13) and quercetin (0.29 + 0.02) (Figure 1); gallic acid is a
hydrolyzable tannin monomer, and epigallocatechin gallate, catechin and
epicatechin are condensed tannin monomers. It was possible to observe that
epicatechin had the highest content, followed by syringic acid. The compounds
epicatechin, ferulic acid, salicylic acid and resveratrol were not identified in the
ABF extract.

Rains et al. (2011), Cho et al. (2010), Alterio et al. (2007) and Lin et al.
(2006) reported that phenolic compounds such as caffeic and chlorogenic acid,
catechin, epigallocatechin gallate and quercetin have thermogenic effect, ability
to oxidize fats, control appetite, regulate levels of hormones related to obesity
and inhibit digestive enzymes involved in the absorption of carbohydrates and
lipids. Thus, this study shows that the acerola bagasse extract has bioactive
substances and can be exploited by the pharmaceutical industry in search of
drugs to control obesity and related diseases.

The results for enzymatic inhibition of ABF before the exposure to
gastric fluids are shown in Table 1. The ABF methanol extract inhibited the
activity of a-amylase, presenting an inhibition potential of 238.96 pmol min* g*
dry matter - DM. This potential exceeds the one found by Pereira et al. (2011b),
who analyzed the white bean crude extract and detected an inhibition of 54.1
umol min? gl Siméo et al. (2012), studying aqueous extracts of medicinal
plants, observed an inhibition of 2,907.13 umol min* g* DM for Tournefortia

paniculata Cham (marmelinho), higher than that found in this study.
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Figure 1. Chromatogram of extract acerola bagasse flour, with peak identification: 1 - gallic acid (time = 6.541); 2 —

catechin (time = 10.419); 3 — epigallocatechin gallate (time = 11.987); 4 — epicatechin (time = 13.139); 5- syringic acid

(time =

14.988);

6 — p-cumaric acid (time = 19.892) and 7 - quercetin (time = 51.185)
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Table 1 Inhibition of digestive enzymes by acerola bagasse powder before and
after the exposure to simulated gastric fluid

Inhibition (IEUY)*

Enzyme Before exposure After exposure
a-amylase 238.96 + 1.64 170.08 + 1.06
a-glycosidase 78.51+1.78 69.29 £ 0.28
Lipase nd? nd?
Trypsin 227.52 £ 3.59 84.73+5.41

Data from three repetitions, with mean * standard deviation. *The ABF extract
measured for each of the enzymes was diluted to provide an inhibition between
50% and 80%, in order to ensure result reliability. *IEU = Inhibited Enzyme
Unit in umol min? g*! Dry Matter — DM. 2nd = inhibition not detected.

a-amylase is related with the digestion of carbohydrates and,
consequently, with the elevation in glycemic levels after a meal. High glycemic
levels lead to serious health problems in the population, such as type 2 diabetes.
The intake food rich in o-amylase poses as an interesting strategy in the
prevention and treatment of hyperglycemia, by slowing postprandial glucose
levels in blood after the ingestion of carbohydrates (Vadivel et al., 2011).

The inhibition of a-glucosidase by the ABF extract was about 78.51 umol
min* gt DM. The inhibitory potential of ABP found in this paper surpasses the
ones verified by Simdo et al. (2012) who, studying aqueous extracts of
medicinal plants like Aloe vera (L.) Burm. (Aloe), Simaba ferruginea St. Hil.
(calunga), Baccharis trimera (Less.) DC (carqueja), Garcinia cambogia Destr.
(garcinia), Tournefortia paniculata Cham. (marmelinho), found inhibitions of
0.58 and 35.46 umol min g** DM, as well as those from Pereira et al. (2011),
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who analyzed commercial samples of Hoodia gordonni, used as an auxiliary in
the treatment of obesity, and found inhibitions of 10.40 e 16.70 pumol min* g™
DM.

The inhibition of a-glucosidase extends gastric emptying, leads to
satiety and weight loss, effects which can be useful in the treatment of obesity
(Chen et al., 2008).

Therefore, the inhibition of a-amylase and a-glycosidase by natural
products can provide an alternative for the treatment of obesity in substitution to
synthetic drugs now available on the market, besides controlling glucose levels
in blood in type 2 diabetes patients (McDougall et al., 2005a).

The ABF extract was not able to inhibit lipase, an enzyme involved in
lipid metabolism, neither before nor after the exposure to simulated gastric fluid.
However, for trypsin, an inhibition of 227.52 pmol min™ g DM was observed.
When trypsin inhibitors are present in the diet, these may lead to a reduction in
growth rate in animals, followed by a decrease in protein digestibility, leading to
weight loss and endogenous protein catabolism (McDougall et al., 2005a).
Therefore, the trypsin inhibitor is considered an antinutritional factor.

The passage of the ABF extract through the gastrointestinal cavity may
lead to structural modifications on the inhibitors because of the pH of the gastric
acid. Considering the expressive inhibition of a-amylase, a-glycosidase and
trypsin in the presence of the ABF extract, this extract was submitted to a gastric
fluid assay (Table 1).

In the presence of simulated gastric fluid, the ABF methanol extract still
maintained 71% of its inhibitory activity over a-amylase and 88% of inhibitory
activity over a-glycosidase. Therefore, the extract did not show a considerable
inhibitory activity over these two enzymes after they were submitted to

simulated gastric fluid.
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The ABF extract decreased the inhibition of trypsin by 63% in the
presence of simulated gastric fluid. This reduction in trypsin inhibition is
considered positive since, when inhibition occurs, it is considered
antinutritional, impairing protein digestion, which is the main source of essential
amino acids. However, a residual inhibitory activity of 37% was still observed.
It is noted that the resistance of the inhibitor to pass through the simulated
gastric fluid is a strong indicative that these results will repeat in in vivo assays.

In this study, the inhibition of digestive enzymes can probably be
explained by the presence of phenolic compounds in the methanol ABF extract,

whose levels were different for each enzymatic assay assessed (Table 2).

Table 2 Content of phenolic compounds in the methanol extract of acerola
bagasse flour, used in each enzymatic assay

Enzymatic assays

Phenolic Compound ) ) )
a-amylase! a-glycosidase? Lipase* Trypsin?

(H9)

Gallic Acid 0.02 0.06 0.17 0.66
Catechin 0.07 0.19 0.57 2.26
Epigallocatechin Gallate 0.05 0.15 0.46 1.83
Epicatechin 0.54 1.53 4.60 18.4
Syringic Acid 0.22 0.62 1.86 7.44
p-Cumaric Acid 0.01 0.04 0.12 0.48
Quercetin 1.71x 103 483 x10° 0.01 0.06
> Phenolic Compounds 0.91 2.59 7.79 31.13

1 Extract dilution 1:7.5; 2 Extract dilution 1:2: 334 Crude extract
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a-amylase was the one that had the smallest content of phenolic
compounds, which led to an inhibition of 0.91 pg. On the other hand, the content
of phenolic compounds was higher (31.13 pg) for the trypsin assay, that is, 34
times superior to that found for a-amylase. Therefore, this suggests that smaller
contents of phenolic compounds may not lead to trypsin inhibition, which would
be beneficial, since it could reduce the absorption of carbohydrates and allow
protein digestion.

Gallic acid is considered a hydrolyzable tannin, when found in the form
of gallic acid esters, while catechin, epicatechin gallate and epicatechin, when
found in the form of flavonoids, are considered condensed tannins. These
compounds have strong interactions with metal ions and macromolecules such
as polysaccharides, besides the ability to form soluble complexes with several
proteins, as digestives enzymes (Gholamhoseinian et al., 2010; Won et al.,
2007). This ability that tannins exhibit to interact with proteins makes this class
of substances powerful digestive enzyme inhibitors.

McDougall et al. (2005b) report that red fruit extracts in phenolic
compounds inhibit two main enzymes involved in starch digestion, a-amylase
and a-glycosidase, in vitro. In a similar way, recent studies with red fruits
reported inhibition of a-amylase and a-glycosidase, and mentioned that tannins
were the most effective compounds in inhibiting these enzymes (Boath et al.,
2012). Kam et al. (2013), studying the effects of extracts from different parts of
pomegranate (pulp, peels, seeds and flower) over the digestive enzymes o-
amylase and a-glycosidase, showed that the methanol extract from the
pomegranate flower, where the phenolic compounds gallic acid and ellagic acid
are found, exhibits a potent inhibitor effect on these enzymes.

Klaus et al. (2005) reported that rats fed epigallocatechin gallate,
purified from green tea, had an obesity decrease induced by the diet, due to a

reduction in energy absorption and an increase in lipid oxidation. On the other
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hand, Bryans et al. (2007) reported that black tea is efficient in reducing
postprandial blood glucose levels and related this fact to the presence of
phenolic compounds such as epigallocatechin, epigallocatechin gallate,
epicatechin and epicatechin gallate.

Flavonoids like quercetin comprise a heterogeneous class of phenolic
compounds present in plants, which can also act in the organism, inhibiting
digestive enzymes. Wenzel (2013) reported that quercetin is a promising enzyme
inhibitor, limiting carbohydrate digestion and controlling postprandial glucose
levels in blood, thus confirming the result obtained by Tadera et al. (2006), who
reported the inhibitory activity of quercetin in the presence of a-amylase.

Lin and Lin-Shiau (2006), report that flavonoids have the ability to act
on the sympathetic nervous system through the modulation of noradrenaline,
thus increasing thermogenesis and fat oxidation. It also prevents the increase in
the size and number of adipocytes, therefore preventing the deposition of fat in
the body and regulating body weight.

Phenolic extracts of lentils containing p-hydroxybenzoic acid, syringic
acid, trans-p-coumaric acid, epicatechin gallate, quercetin and kaempferol were
shown to be good inhibitors of lipase and a-glycosidase, contributing to control
glucose levels in blood, as well as obesity (Zhang et al., 2015).

Most phenols previously mentioned were found in the ABF extract,
which could have led to a complexation with digestive enzymes and, probably,
contributed to its inhibition. The inhibition of digestive enzymes is a promising
alternative for the treatment of obesity and type 2 diabetes, especially by the fact
they act in the small intestine, without acting in the central nervous system,

where prescribed anorexigenic drugs usually act.
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Conclusion

The ABF methanol extract that contains the phenolic compounds gallic
acid, catechin, epicatechin gallate, epicatechin, syringic acid, p-cumaric acid and
quercetin, was able to inhibit in vitro digestive enzymes a-amylase and a-
glucosidase. This shows that the ABF extract may represent a good source of
inhibitors, and can be used as an auxiliary in the treatment of obesity, associated

comorbidities and in the control of type 2 diabetes.
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Resumo

Os compostos fenolicos previnem a acdo de espécies reativas no organismo
humano e o surgimento de varias doengas. Assim, avaliou-se o potencial
antioxidante e hepatoprotetor do extrato metandlico liofilizado do bagaco de
acerola (EMBA), que é residuo do processamento industrial do fruto - rico em
compostos fenolicos, contra a acdo toxica do CCls, em ratos Wistar, durante 21
dias . Para obtencdo do extrato utilizou-se a propor¢do de 1:50 (g farinha de
bagaco de acerola: mL metanol 50%). Os ratos foram divididos em seis grupos

de seis animais e receberam os seguintes tratamentos: G1- Agua; G2- Agua e
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CCl4; G3- EMBA contendo 5,0 g de compostos fen6licos/70 kg peso de animal
(PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos fen6licos/70 kg PA e CCla; G5-
EMBA contendo 1,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCl, e G6- EMBA
contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCls. Verificou-se que os
tratamentos G4 e G5 apresentaram diminuicdo na atividade da aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e gama glutamiltransferase e
aumento da superoxido dismutase, capacidade antioxidante total e do teor de
albumina em relacdo ao G2. Conclui-se que o EMBA apresenta agédo
antioxidante e hepatoprotetora, nas doses de 0,5 g e 1,0 g de compostos
fendlicos/70 kg PA.

Palavras-chave: Malpighia emarginata, residuo de fruta, compostos fenélicos.

Abstract

Phenolic compounds prevent the action of reactive species in the human body,
as well as the onset of various diseases. Thus, were evaluated the antioxidant
and hepatoprotective potential of the lyophilized methanol extract of acerola
bagasse (MEAB), which is residue from the industrial processing of the fruit -
rich in phenolic compounds, against the toxic action of CCls in Wistar rats,
during 21 days. For the obtention of the extract used the ratio of 1:50 (acerola
bagasse flour g: ml 50% methanol). The rats were divided into six groups of six
animals and received the following treatments: G1- Water; G2- Water and CCly;
G3- MEAB containing 5.0 g of phenolic compounds/70 kg rat weight (RW);
G4- MEAB containing 0.5 g of phenolic compounds/70 kg RW and CCl,; G5-
MEAB containing 1.0 g of phenolic compounds/70 kg RW and CCl, and G6-
MEAB containing 5.0 g of phenolic compounds/70 kg RW and CCl. It was
found that the treatments G4 and G5 presented a decrease in the activity of
aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and gamma glutamyl

transferase, and an increase in superoxide dismutase, total antioxidant capacity
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and albumin content in relation to G2. It is concluded that the MEAB has
antioxidant and hepatoprotective action, at doses of 0.5 g and 1.0 g of phenolic
compounds/70 kg RW.

Keywords: Malpighia emarginata, fruit waste, phenolic compounds.

Introducéo

O figado é um 6rgdo de grande importancia, responsavel por reacdes
metabolicas essenciais e estd exposto a uma variedade de xenobi6ticos, como
drogas, virus, produtos quimicos e poluentes ambientais levando a producéo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que promovem o desenvolvimento de
varias doencas (Chandan et al. 2008, Feijoo et al. 2010, Lima et al. 2013).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas
naturalmente durante as reacfes metabolicas e exercem papel fisiologico
importante nos mecanismos defensivos celulares. Entretanto, em situagdes
patoldgicas sua producdo pode aumentar de forma a exceder as concentracdes
viaveis ao funcionamento normal do organismo humano resultando em inimeros
processos deletérios, com o consequente surgimento de varias doencas, como
cancer, distrofia muscular e desordens neuroldgicas (Lobo et al. 2010, Stumpf et
al. 2012).

As espécies reativas podem ou ndo conter elétrons desemparelhados,
podendo promover danos nas células e agir sobre os acidos graxos insaturados
presentes nas membranas levando a eventos como a inativagao celular por morte
programada (Martin e Grotewiel 2006, Kataki et al. 2012).

O organismo, por sua vez, disponibiliza um sistema antioxidante de
defesa composto por diferentes enzimas como a superoxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase, que junto aos antioxidantes adquiridos na
dieta, atuam neutralizando as espécies reativas (Kataki et al. 2012). Os

antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidacdo de
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macromoléculas envolvidas nos processos oxidativos impedindo ou revertendo a
acdo das espécies reativas (Kuriakose e Kurup 2010, Kataki et al. 2012), e a
cooperacgdo entre os diferentes antioxidantes, presentes em nosso organismo e
adquiridos da dieta, oferece maior protecdo contra o ataque de espécies reativas
de oxigénio ou nitrogénio (Kuriakose e Kurup 2010).

O tetracloreto de carbono (CCls) é usado como indutor de fibrose
hepatica em animais (Weber et al. 2003, Porchezhian e Ansari 2005, Lima et al.
2007), cuja principal consequéncia é a peroxidacao lipidica, a qual é mediada
pela producdo de espécies reativas derivadas do CCls e, quando administrado
repetidamente em uma dose baixa, induz a fibrose hepética e posteriormente a
cirrose (Muriel e Escobar 2003). O uso de CCls em protocolos experimentais
contribui para os estudos utilizando agentes preventivos, protetivos ou curadores
de hepatotoxicidade e suas consequéncias (Weber et al. 2003, Lima et al. 2007),
visto que seus mecanismos de inducdo de danos sdo amplamente descritos. A
confirmacdo de dano hepatico é realizada por testes bioquimicos especificos,
como a determinacdo da atividade enzimatica da alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), cuja presenca no sangue é uma
consequéncia da lesdo celular (Lima et al. 2013).

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes
naturais tém sido desenvolvidas visando a substituicdo total ou parcial dos
antioxidantes sintéticos, aos quais se atribuem efeitos deletérios ao organismo
humano quando utilizados em doses elevadas. Além dos possiveis riscos que 0
uso irregular e/ou indiscriminado dos antioxidantes sintéticos pode acarretar ao
homem, soma-se a rejeicdo generalizada dos aditivos alimentares sintéticos
(Kataki et al. 2012).

As frutas contém substancias distintas com atividades farmacoldgicas. A
presenca de compostos fendlicos, tais como flavonoides, &cidos fendlicos,

antiocianinas e taninos, além das vitaminas C, E e carotenoides, contribuem para
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os efeitos benéficos destes alimentos (Silva et al. 2010). Pesquisas demonstram
que os compostos fendlicos possuem efeitos significativos na redugdo do cancer,
e evidéncias epidemioldgicas mostram correlagdo inversa entre doencas
cardiovasculares e consumo de alimentos ricos em substancias fendlicas, possi-
velmente por suas propriedades antioxidantes (Bernardes et al. 2010, Senger et
al. 2010, Zakir e Freitas 2015).

Estudos relatam a acdo antioxidante e hepatoprotetora de extratos
naturais contra os danos oxidativos induzidos pelo CCls (Huo et al. 2011,
Singhal e Gupta 2012, El-Tawil et al. 2013, Lima et al. 2013). O bagaco de
acerola, residuo proveniente do processamento para a obtencdo do suco, é rico
em compostos fendlicos, com teor de 10,82 g 100 g de matéria seca (Marques
et al. 2013). Assim, o bagaco de acerola é fonte destes compostos, cujo extrato
provavelmente poderd combater as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
com possiveis aplicagcdes na industria farmacéutica, cosmética, agroquimica e
alimenticia, além de agregar valor ao fruto.

Assim, 0 objetivo neste estudo foi avaliar o potencial antioxidante e
hepatoprotetor do extrato metandlico liofilizado do bagaco de acerola contra a

acdo toxica do CCls, em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS
Obtencé&o e preparo da amostra

As acerolas, Malpighia emarginata DC., da variedade BRS 238
Frutacor, cultivadas no municipio de Perddes, MG, Brasil, foram utilizadas para
a extracdo da polpa, sendo o bagago fornecido em trés lotes por uma
microempresa de polpas de frutas. Para o preparo da farinha do bagaco de
acerola, 4 kg do bagaco de acerola foram congelados a -18°C e liofilizados em
recipientes de vidro protegidos da luz, por sete dias, obtendo 450 g de bagaco

seco. Apos a liofilizagdo, o bagago foi homogeneizado em graal, passado em
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peneiras e a maioria das particulas foram retidas em peneiras entre 40 mesh
(0,425 mm) e 80 mesh (0,180 mm), sendo classificado granulometria fina. Em
seguida, essa farinha do bagaco de acerola (FBA) foi acondicionada em frasco

hermeticamente fechado, protegida da luz, em geladeira a 4 °C.

Preparo do extrato

Para obtencdo do extrato, utilizou-se 1 g FBA com 50 mL de metanol
50% (1:50), sob refluxo, em chapa aquecedora a 80 °C, por 15 minutos de
fervura, em trés repeticdes. Apds, o extrato foi filtrado em papel de filtro e
recolhido. O residuo da extracdo foi submetido novamente ao processo de
extragdo por mais duas vezes. Os filtrados reunidos foram evaporados na chapa
aquecedora (AOAC 2012), ficando livres de metanol. Apds esfriar, este filtrado
foi congelado, liofilizado e pesado para determinacdo do rendimento da
extracao.

Neste extrato metandlico liofilizado do bagaco de acerola (EMBA) foi
quantificado o teor de compostos fendlicos usando o reagente de Folin-Denis
(AOAC 2012), e 0 acido tanico como padrao.

Bioensaio
Animais e condigdes do experimento

O experimento foi desenvolvido de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo com Animais, tendo sido o projeto aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras - UFLA
(Protocolo n® 007/14). Foram utilizados 36 ratos machos Wistar (Rattus
norvegicus), em fase de crescimento com peso corporal inicial de
aproximadamente 224 g.

Durante todo o experimento 0s animais permaneceram em caixas de

polietileno (49 cm x 34 cm x 16 cm), com cama de maravalha, sempre em
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nimero maximo de seis animais por caixa, em sala com temperatura ambiente
de 21 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas e com acesso a ragdo propria para a
espécie (Muvilab CR1®) e agua ad libitum. Os cuidados de higienizagéo,
alimentacdo e a gavagem foram diarios e realizados pela mesma pessoa.

Os animais foram divididos em seis grupos de seis animais cada um e
receberam os seguintes tratamentos, por 21 dias: G1- Agua; G2- Agua e CCly;
G3- EMBA contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg peso de animal (PA);
G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos fenolicos/70 kg PA e CCly; G5-
EMBA contendo 1,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCl, e G6- EMBA
contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCl.. Para a indugdo da leséo
hepatica foram administrados aos animais, doses de tetracloreto de carbono
(CCls) de 1,5 mL kg™* solubilizados em 6leo de oliva na proporcdo de 1:1 via
intraperitoneal, no terceiro e sexto dia da ultima semana de tratamento dos
animais com o extrato.

A dose de EMBA a ser administrada foi baseada na dose usual maxima
de compostos fendlicos sugerida para humanos, de 1,0 g dia® (Scalbert et al.
2005) por peso médio de um humano adulto de 70 kg. A dose por peso corporal
dos animais foi calculada com base no teor de compostos fenélicos encontrado
no EMBA. As doses foram preparadas em 1 mL de agua e administradas aos
animais, por gavagem uma vez ao dia, por 21 dias, aferindo o peso do animal no
dia. O mesmo procedimento foi realizado para 0s grupos controle negativo e
positivo, para os quais foram administrados somente 4gua e agua com CCl,,

respectivamente.

Término do bioensaio
Ao final do experimento, os ratos foram submetidos a anestesia geral
utilizando-se o tiopental sédico (25 mg L) via intraperitoneal, na dose de 40 mg

kg™. Apos a coleta de 2 a 4 mL de sangue por puncdo cardiaca, que promoveu a
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morte por exsanguinacdo, o sangue foi centrifugado, a 2.500 x g, durante 10
minutos, para a obtencdo do soro, que foi mantido sob refrigeracéo, sendo usado
subsequentemente para dosagem de enzimas.

Ap0s a eutanasia, foi realizada também necropsia com retirada do figado
e pesagem. O figado foi dividido em trés partes, sendo uma parte destinada a
analise histologica qualitativa, outra utilizada para determinagdo da peroxidacéo

lipidica e a Gltima para quantificacdo do extrato etéreo.

Analises no figado
a) Determinacdo da gordura hepatica

Parte do figado foi pesado e liofilizado até peso constante. Em seguida,
foi triturado em gral e submetido a extracao lipidica utilizando o extrator Soxhlet
(AOAC 2012).

b) Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela formagdo de substancias
que reagem ao &cido tiobarbitarico (TBARS), segundo Simao et al. (2015). A
concentracdo de TBARS foi calculada a partir da curva padrdo do
dialdeidomal6nico - MDA (1,1,3,3 tetraetdxipropano). Os resultados foram

expressos em pmol de MDA g amostra fresca.

¢) Histopatologia

Para as andlises histopatol6gicas, foram preparadas laminas contendo
cortes provenientes do figado de cada rato. No processamento histoldgico, o
figado foi seccionado em pequenos fragmentos, imersos em formalina 10%,
durante 24 horas e mantido em alcool 70%, até o momento da inclusdo em

parafina. Foram feitos cortes de 4 pm em micrétomo rotativo, corados por
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hematoxilina-eosina, montados em laminas/laminulas de vidro e analisados sob

microscopia de luz (aumento de 100 vezes), para a analise qualitativa.

Anélises no soro
a) Dosagem de albumina, atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, gama glutamiltransferase e
superoxido dismutase e capacidade antioxidante total

O soro foi utilizado para determinar a concentracdo da albumina e a
atividade das enzimas: aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT) e superdxido
dismutase (SOD) e a capacidade antioxidante total (CAT).

A concentracdo de albumina sérica e a atividade das enzimas AST, ALT
e GGT foram realizadas por kits comerciais (Labtest) utilizando o equipamento
Analisador Bioguimico Veterindrio Automatico Thermoplate. Ja a atividade da
enzima SOD e a CAT foram mensuradas usando os kits Superoxide Dismutase
Assay e Antioxidant Assay Cayman (Cayman Chemical Company®),

respectivamente.

Analise estatistica

O bioensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis tratamentos (G1, G2, G3, G4, G5, e G6) e seis repeticoes,
representando cada animal uma parcela experimental. Os dados do peso do
figado, gordura hepética, teor de albumina, atividade das enzimas e peroxidagdo
lipidica foram submetidos a anélise de variancia e quando significativa aplicou-
se 0 teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparacdo das médias,
por meio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).



81

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada 100 g de farinha do bagaco de acerola (FBA) renderam 48 g de
extrato metanodlico liofilizado (EMBA), contendo 13,47 g de compostos
fenolicos para 100 g* de extrato metandlico liofilizado.

O peso médio do figado e os teores de gordura hepética dos tratamentos
Gl (4gua), G3 (contendo extrato), G4, G5 e G6 (extrato e CCls) foram
significativamente menores que o G2 (a4gua e CCls), indicando que o CCl,4
elevou o peso dos figados e os indices de lipideos hepéticos e que a
administracdo do EMBA protegeu o figado do acimulo de lipideos induzido
pelo CCl4 (Tabela 1). A esteatose hepatica é causada pelo acimulo de gorduras
no figado, sendo que esse quadro pode ser provocado pela presenca de
substancias toxicas, como o CCl, (Ramakrishna et al. 2011).

O tratamento G1 (agua) apresentou maior concentracdo de albumina que
0 G2 (4gua e CCly), indicando que o CCl4 diminuiu os indices de albumina no
soro dos animais (Tabela 2). Os tratamentos G4, G5 e G6 (extrato e CCly)
apresentaram niveis significativamente maiores que o tratamento G2 e menores
que o G1, demonstrando que o EMBA conferiu protecdo ao figado dos animais
em todas as doses testadas, apesar de ndo ter atingido os niveis normais de
albumina, apresentados pelo tratamento G1. Todavia, o teor de albumina no
tratamento G3 (contento extrato) foi superior ao G2, mas néo se igualou ao G1
parecendo que o tratamento contendo apenas extrato na concentracdo de 5,0 g de
compostos fendlicos/70 kg PA acarretou alteragfes ao figado.

A albumina é a proteina sintetizada no figado mais abundante do plasma
sanguineo, constituindo cerca de 50% a 65% (Nicoluzzi et al. 2000).

Como a administracdo do CCl, elevou os indices de lipideos hepéaticos
(Tabela 1), consequentemente acarretou a reducdo da concentracdo de albumina

sérica. Segundo Nicoluzzi et al. (2000), o acimulo de gordura provoca uma
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reducdo da capacidade de sintese hepética, reduzindo a concentracdo de
albumina.

Tabela 1. Média de peso dos figados e quantidade de gordura hepatica dos ratos

Wistar, submetidos a diferentes tratamentos, durante 21 dias.

Tratamentos* Peso do figado (Q) Gordura hepatica (g 100 g1)
Gl 7,30+ 1,01b 9,58 +1,01b

G2 8,77 £ 0,55a 12,63+ 1,95a

G3 7,79+ 0,38b 9,10 £ 0,95b

G4 7,19 £ 0,54b 8,26 £ 1,32b

G5 7,62+0,71b 9,67 £ 1,66b

G6 7,01 +1,16b 8,12 +1,83b

cVv 9,35 15,73

*Tratamentos: G1- Agua; G2- Agua e CCls; G3- EMBA contendo 5,0 g de
compostos fendlicos/70 kg peso de animal (PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de
compostos fenolicos/70 kg PA e CCl4; G5- EMBA contendo 1,0 g de compostos
fendlicos/70 kg PA e CCl, e G6- EMBA contendo 5,0 g de compostos
fendlicos/70 kg PA e CCls. Os valores representam as médias de seis repeti¢oes
+ desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Scott- Knott, a 5% de probabilidade.
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Albumina AST! ALT? GGT? SoD* CAT®
Tratamentos* (gdL?) (uL?h (uL?h uL?h (UmL?) (mmol L)
Gl 5,24 + 0,39 55,14 + 7,05b 46,93+ 1,17c 1,31+£0,12c 35,73+£2,83a 1,38+0,21a
G2 3,51 +0,32c 81,54 £ 3,97a 78,13 £ 1,58a 3,87+0,18a 27,16 +1,40c 0,81 +0,10b
G3 4,27 +0,39b 55,22 +7,01b 52,65+ 1,18b 142+0,13¢ 3160+145b 1,25+0,32a
G4 4,30 +0,58b 56,63 + 5,49b 46,89 = 3,81c 157+£0,25¢ 29,70+£0,59b 1,55+ 0,34a
G5 4,43 +0,49b 53,03 +4,31b 42,54 + 1,62d 1,80 £0,11b 31,34 +0.66b 1,62+0,39
G6 4,30 +0,23b 54,48 + 5,76b 40,61 + 1,94d 142+0,16c 3148+134b 1,69+0,27a
CcVv 9,39 9,55 4,07 8,64 5,04 21,07

*Tratamentos G1- Agua; G2- Agua e CCl,; G3- EMBA contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg peso de animal
(PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCls; G5- EMBA contendo 1,0 g de compostos
fenolicos/70 kg PA e CCls e G6- EMBA contendo 5,0 g de compostos fenolicos/70 kg PA e CCls. 'AST: aspartato

aminotransferase. 2ALT: alanina aminotransferase. *GGT: Gama glutamiltransferase. “SOD: superéxido dismutase.

SCAT: capacidade antioxidante total. Os valores representam as médias de seis repeticdes + desvio padrdo. Médias

seguidas de letras diferente na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probalidade.



84

Os tratamentos G1 (agua) e G3 (contendo extrato) apresentaram
atividade de AST, ALT e GGT significativamente menor que G2 (4gua e CCl.)
(Tabela 2), indicando que a administracdo do CCls acarretou elevacéao
significativa nos niveis dessas enzimas, que segundo Mota (2009), lesdes ou
destruicdo das células hepaticas resultam em liberacdo de aminotransferases para
a circulacdo sanguinea.

Para a enzima AST (Tabela 2), observou-se que os tratamentos G4, G5 e
G6 (extrato e CCl,) inibiu a acdo do CCl., produzindo a enzima com atividade
igual ao tratamento G1 (Agua) e, que o tratamento G3 (contendo extrato) ndo
acarretou alteragdo na atividade desta enzima, sendo também estatisticamente
igual ao grupo G1.

Para a enzima ALT, os tratamentos G4, G5 e G6 (extrato e CCl,)
mostraram redugdo nos niveis desta enzima, sendo estatisticamente iguais ao G1
e diferentes do G2 (4gua e CCls), que apresentou maior atividade. Os
tratamentos G5 e G6, com maiores concentragdes de compostos fendélicos no
extrato acarretaram maior reducdo nos niveis da ALT. Entretanto, o tratamento
G3 (contendo extrato) apresentou maior atividade que o G1 (agua), sugerindo
que o extrato em dose igual ou superior a cinco vezes a dose usual para humanos
parece acarretar lesdo ao figado.

Em relacdo a enzima GGT (Tabela 2), observou-se que os tratamentos
G4, G5 e G6 (extrato e CCl,) apresentaram diminuicdo da atividade da enzima
em comparagédo ao grupo G2 (agua e CCls), sendo iguais estatisticamente ao G1
(agua), exceto o grupo G5, cujo atividade foi maior que o G1.

Assim, parece que o EMBA teve papel protetor sob a elevacdo da
atividade destas enzimas, provavelmente devido aos compostos fendlicos
presentes neste extrato.

O tratamento G2 (&4gua e CCl.) apresentou menor atividade da SOD que

0 G1 (4gua), indicando que o CCls diminuiu a atividade desta enzima no soro
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dos animais (Tabela 2). Com a administragdo do EMBA houve um incremento
na atividade desta enzima, ndo havendo diferenca significativa entre as doses,
porém, ndo atingiram os niveis do G1. Todavia, 0 G3 (contento extrato) foi
superior ao G2, mas ndo se igualou ao G1 sugerindo gque o tratamento contendo
apenas extrato na concentracdo de 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA
extrato acarretou alterac6es ao figado.

A enzima SOD faz parte do mecanismo de defesa antioxidante celular.
Ela é capaz de remover os radicais superoxido (Oy) convertendo-os em perdxido
de hidrogénio (H20-), por sua vez é menos reativo e pode ser degradado pela
acdo de outras enzimas (Hitchon e Ei-Gabalawy 2004).

Observou-se que a CAT (Tabela 2) dos tratamentos G4, G5 e G6 (com 0
extrato e CCls) e G3 (contendo extrato) foram estatisticamente iguais ao G1
(4gua) e superiores ao G2 (agua e CCly). Portanto, a administragdo do EMBA
aumentou a capacidade antioxidante total no organismo dos animais. A soma de
antioxidantes endogenos e dos derivados dos alimentos representa a capacidade
antioxidante total (CAT) do sistema. Assim, a CAT pode fornecer informagdes
biolégicas mais relevantes, em comparacdo a medida de componentes
individuais como a atividade da SOD, uma vez que considera o efeito
cumulativo de todos os antioxidantes presentes no plasma e fluidos corporais
(Kuriakose e Kurup 2010).
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A lipoperoxidacdo (Figura 1) para os tratamentos G1 (agua) e G3
(contendo extrato), G4, G5 e G6 (extrato e CCl,), foram significativamente
menores que o0 G2 (agua e CCl,), com reducdo media de malonaldeido (MDA)
de 42,34%. Este resultado sugere que as substancias fendlicas presentes neste

extrato, provavelmente, foram as responsaveis pelo efeito antioxidante.
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Figura 1. Producéo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico no figado de
ratos Wistar submetidos a diferentes tratamentos, durante 21 dias. Tratamentos:
G1- Agua; G2- Agua e CCls; G3- EMBA contendo 5,0 g de compostos
fendlicos/70 kg peso de animal (PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos
fendlicos/70 kg PA e CCls; G5- EMBA contendo 1,0 g de compostos
fendlicos/70 kg PA e CCls e G6- EMBA contendo 5,0 g de compostos
fenélicos/70 kg PA e CCls. MDA: malonaldeido. Os valores representam as
médias de 6 repeticdes + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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A peroxidagdo lipidica mede o indice de estresse oxidativo causado
normalmente pelas espécies reativas no organismo, e é considerada um
marcador importante do estresse oxidativo e, também, um dos principais fatores
envolvidos no dano celular causado por estas espécies (Balu et al. 2005).

Os compostos fendlicos possuem em sua estrutura hidroxilas reativas
gue apresentam alta estabilidade por ressonancia, sendo esta propriedade
responsavel pelo seu potencial antioxidante e hepatoprotetor. Compostos
fenodlicos como o &cido géalico, galato de epigalocatequina, epicatequina e
quercetina sdo eficazes na hepatoprotecdo e aumento da atividade antioxidante
em modelos in vivo (Sun et al. 2002, Jung et al. 2003, Tung et al. 2009, Tipoe et
al. 2010, Ma et al. 2015).

Tung et al. (2009) estudaram o efeito protetor do acido galico, fendlico
ativo presente no extrato de Acacia confusa Merr (Leguminosae) contra lesdo
hepética cronica induzida por CCl4 (0,75 mL kg) em ratos (Sprague Dawley), e
0s resultados sugerem uma potente protecdo contra os danos no figado pela
diminuicdo nos niveis de AST e ALT e aumento de SOD, inibicdo da
peroxidacdo lipidica e ativacdo do citocromo P4502E1. Santos et al. (2014)
avaliaram o efeito antioxidante e hepatoprotetor de extratos de folhas de
mandioca, obtidos de extracdo com etanol e acetona, contra a lesdo hepética
induzida pelo CCls (1,5 mL kg?) em ratas Fisher. Os resultados apontaram a
diminuicdo da atividade das enzimas AST, ALT e GGT e da peroxidacdo de
lipideos e aumento dos niveis de albumina e proteinas totais, relacionando essa
acdo hepatoprotetora do extrato com os compostos fendlicos (&cido galico,
galocatequina, catequina e o acido clorogénico).

De acordo com Tipoe et al. (2010), a administracdo do galato de
epigalocatequina apresentou efeito protetor contra a lesdo hepética e a fibrose
induzidas por CCls em ratos, enquanto Ma et al. (2015) relataram que a

administracdo de quercetina impediu a lesdo hepética causada pelo CCly,



88

diminuiu a peroxidacdo lipidica e aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes em figados de ratos. J& Chowdhury et al. (2015) avaliaram em
ratas (Loong-Evans), o efeito hepatoprotetor da suplementacdo da dieta com pé
de casca de Citrus maxima contra danos oxidativos induzidos por CCls (1 mL
kg?) sendo observada reducéo significativa da peroxidacéo lipidica e dos niveis
de AST e ALT, assim como aumento do nivel da enzima catalase. Esses
resultados foram relacionados a acdo hepatoprotetora com a presenca dos
compostos fendlicos acido galico, vanilico, siringico e benzéico e rutina, sendo
considerados de maior relevancia o acido cafeico e a epicatequina.

O papel protetor sob a elevacdo da atividade das enzimas ALT, AST e
GGT e defesas antioxidantes exercidas pela administracdo do EMBA deve estar
relacionado com a presenca dos compostos fendlicos, que foram registrados por
Marques et al. (2016) no mesmo EMBA, sendo estes compostos: acido galico,
catequina, galato de epigalocatequina, epicatequina, acido siringico, &cido p-
cumarico e quercetina.

O estudo anatopatoldgico realizado em cortes de figado ndo revelou
alteracfes macroscopicas, nem lesdes ou alteracdes microscdpicas significativas.

O possivel acumulo de lipideos no figado dos animais, induzido pela
administracdo do CCla, assim como lesbes ou destruicdo das células hepaticas
que resultam na liberacdo das transaminases para a circulacdo sanguinea, ndo
foram observados na histologia. Considera-se que o periodo de tempo em que o
experimento foi conduzido (21 dias), assim como a proximidade de tempo entre
a Gltima administragdo do CCls e a eutandsia dos animais, tenham
impossibilitado a visualizacdo de alteragdes histologicas, uma vez que os dados
bioguimicos revelaram inducdo de toxicidade hepética pela administracdo do
CCls (aumento na atividade de ALT, AST e GGT em G2 — controle positivo;
Tabela 2), e efeito protetor exercido pelo extrato (redu¢do na concentracdo da

gordura hepética em G4, G5 e G6 — extratos e CCly; Tabela 1).
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Concluséao

Conclui-se que o extrato metandlico liofilizado do bagaco de acerola
apresenta acdes antioxidante e hepatoprotetora, nas doses de 0,5 g e 1,0 g de
compostos fendlicos/70 kg PA, ja que a dose de 5,0 g de compostos fendlicos/70
kg PA, acarretou aumento da atividade da ALT, reducdo da SOD e do teor de
albumina, em comparacéo ao controle negativo.

Estudos complementares do potencial medicinal deste residuo se fazem
necessarios para a averiguacdo de outros parametros que definam efetividade e

seguranca, além de outras possiveis aplicagoes.
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Annually, several tons of residues that are rich in phenolic compounds are
produced during the processing of acerola (Malpighia emarginata DC.) juice.
Adding value to these residues is of great interest, since they can be a viable
solution in the search for natural substances with insecticidal action and low

impact on the environment and humans. Taking into account the economic
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losses from the attacks by the fall armyworm Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) in different crops, the objective of this study
was to evaluate the effect of the extract of acerola bagasse flour (ABF) against
this insect and determine the phenolic compounds in this extract. Bagasse of
acerola (BRS238 or Frutacor clon) generated after juice production, was frozen
and lyophilized. To obtain the extract, 6 g ABF was mixed with 60 mL
acetone:water solution (7:3 v/v), and the extract was lyophilized. Spodoptera
frugiperda caterpillars, 48 h—old, obtained by the maintenance breeding, were
transferred to glass tubes supplied with an artificial diet containing the ABF
extract at 0, 250, 500, 1000, and 2000 mg L* diet. The following variables were
evaluated: duration and survival of larval and pupal stages, pupal weight, sex
ratio, adult longevity, oviposition period, number of egg masses, and total
number of eggs. The ABF extract contained several phenolic compounds
including gallic acid, epigallocatechin gallate, catechin, p-coumaric acid,
salicylic acid, and quercetin. The extract was toxic to S. frugiperda, prolonging

the pre-pupal stage and increasing the mortality of caterpillars.

Key words: Fall armyworm, Malpighia emarginata, natural product, pest
control, toxicity.
INTRODUCTION

The search for natural products containing active ingredients against insect pests
has intensified in recent years. The discovery of new substances as an alternative
to synthetic insecticides is of great relevance, because the application of
synthetic insecticides, besides causing adverse environmental effects, can result
in the select for resistant insect populations, residue accumulation in food, and
mortality of natural enemies (Busato et al., 2006; Souza et al., 2014; Zhu et al.,
2015).
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Among the numerous insect pests of economically important crops, fall
armyworm Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is
significant. It is a polyphagous and cosmopolitan insect, widely distributed in
North and South America, that causes damage to several crops, including cotton,
corn, sorghum, and other grasses (Mdrua et al., 2009; Casmuz et al., 2010). In
corn plantations, this pest causes defoliation of plants and attacks the corncobs,
thus reducing production (Busato et al., 2005) depending on cultivar,
phenological stage, production system, and planting site (Sarmento et al., 2002).
Therefore, the search for new products with insecticidal action against this pest
is of great importance.

The potential of the products of plant metabolism to control insect pests
has been evaluated (Tirelli et al., 2010; Alves et al., 2011; Santos et al., 2013;
Alves et al., 2014). Secondary metabolites are involved in plant defense against
herbivores and as such have the potential to be used in the control of insect
infestations. Thus, phenolic compounds, which include tannins and flavonoids,
are known to reduce growth and survival in insects (Schaller, 2008). These
compounds, mainly tannins, reduce the palatability of plant tissues to insects
because of their astringent taste, causing feeding inhibition, weight reduction,
infertility, and biological and nutritional changes in insects (Schoonhoven et al.,
2005). Furthermore, War et al. (2012) proposed a theory that these substances
form complexes with digestive enzymes present in the intestines of herbivores,
reducing the efficiency of protein digestion and ultimately slowing the growth.

In this context, the use of agro-industrial fruit residues is quite promising
for the extraction of active ingredients that can be used in insect control. When
the residues are discarded, secondary metabolites of great value for potential
application as insecticides and/or agrochemicals are also eliminated. Acerola

bagasse is one such example. It is produced after the fruit processing for juice
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production; according to Marques et al. (2013) acerola bagasse is rich in
phenolic compounds, with recorded content of 10.82 g 100 g* DM.

Hence, the objective of the present study was to evaluate the effect of
acetone extract of acerola bagasse flour against S. frugiperda and characterize
the phenolic compounds and assess the prospect of acerola bagasse as an

alternative natural insecticide, thus adding value to the fruit.

MATERIAL AND METHODS

Acquisition and preparation of acerola bagasse flour

Acerola (Malpighia emarginata DC.) (BRS 238 or Frutacor clon) bagasse was
obtained from plants grown in the municipality of PerdGes (21°05°27” S,
45°05°27” W, 848 m a.s.l.), Minas Gerais, Brazil; the local climate according to
the Kdppen system is classified as Cwa: mild and rainy summers with moderate
temperatures, annual average temperature below 21 °C, average annual
precipitation of 1529.7 mm, and 76% RH (Emater, 2002). Acerola fruits were
used for pulp extraction, and the residual bagasse was provided in three batches
by a fruit pulp plant firm located on Perddes.

Acerola bagasse (4 kg) was frozen at -18 °C and lyophilized in glass
containers protected from light for 7 d to obtain 450 g dry bagasse. After
lyophilization, acerola bagasse was homogenized using mortar and pestle and
then placed in a hermetically sealed flask, protected from light in a refrigerator
at4 °C.

Preparation of the extracts
To obtain the extract, 6 g acerola bagasse flour (ABF) was mixed with 60 mL
acetone:water solution (7:3 v/v) (Agostini-Costa et al., 2003) in a round-bottom

flask, in three replicates. This mixture was kept at room temperature for 2 h and
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then vortexed three times for 3 min. The solution was then centrifuged for 10
min, at 5000 g and filtered through glass wool. The residue was dissolved with
60 mL acetone:water solution (7:3 v/v) and the mixture was kept at room
temperature for 2 h and finally vortexed three times for 3 min. The residue was
discarded and the supernatants from the three extractions were combined and
concentrated in a rotary evaporator (801, Fisatom, Sdo Paulo, Brazil) until the
complete evaporation of acetone. The material was then frozen, lyophilized, and
weighed. Samples for chromatography were prepared by solubilizing 1 ¢
lyophilized extract in 16 mL ultrapure water obtained from a Milli-Q system
(EMD Millipore, Billerica, Massachusetts, USA).

Identification and quantification of phenolic compounds

The high performance liquid chromatography (HPLC) was performed using a
Shimadzu UHPLC chromatograph (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)
equipped with two LC-20AT high-pressure pumps, an SPD-M20A UV-vis
detector, a CTO-20AC oven, a CBM-20A interface, and an automatic injector
with an SIL-20A auto sampler. Separations were performed using a Shim-pack
VP-ODS-C18 (250 mm x 4.6 mm) column, connected to a Shim-pack Column
Holder (10 mm x 4.6 mm) pre-column (Shimadzu).

The mobile phase consisted of the following solutions: 2% acetic acid in
water (A) and methanol:water:acetic acid (70:28:2 v/v/v) (B). Analyses were
performed for a total time of 65 min at 40 °C, flux of 1 mL min’, 280 nm
wavelength, and injection volume of 20 uL in a gradient-type system (100%
solvent A from 0.01 to 5 min; 70% solvent A from 5 to 25 min; 60% solvent A
from 25 to 43 min; 55% solvent A from 43 to 50 min; and 0% solvent A for 10
min) until the end of the run. Solvent A was increased to 100%, seeking to

maintain a balanced column.
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The phenolic standards used were gallic acid, catechin, epigallocatechin
gallate, epicatechin, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, salicylic acid,
resveratrol, quercetin, malvidin chloride, pelargonidin chloride, and cyanidin
chloride, all obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). The stock
standard solutions were prepared in methanol (HPLC grade; Sigma-Aldrich) in
the following concentration ranges: gallic acid (0.0753-7.5252 mg L), catechin
(0.1161-11.6120 mg L71), epigallocatechin gallate (0.1837-18.3360 mg L),
epicatechin (0.1161-11.6108 mg L), syringic acid (0.0793-7.9268 mg L), p-
coumaric acid (0.0657-6.5664 mg L), ferulic acid (0.0777-7.7672 mg L),
salicylic acid (0.0552-5.5248 mg L), resveratrol (0.0913-9.1296 mg L71),
quercetin (0.0004-0.0400 mg L), malvidin chloride (0.1467-14.6700 mg L),
pelargonidin chloride (0.1227-12.2680 mg L), and cyanidin chloride (0.1291-
12.908 mg L). Acetic acid and methanol (HPLC grade; Sigma-Aldrich) were
used in the preparation of the mobile phase.

The ABF extract and the standards were filtered through a 0.45-um nylon
membrane (EMD Millipore) and directly injected into the chromatographic
system, in three replicates. The phenolic compounds in the extract were
identified by comparison with retention times of standards. Quantification was
performed by the construction of analytical curves obtained by linear regression
using Origin 6.1 computer software (OriginLab, Northampton, Massachusetts,

USA) and considering the coefficient of determination (R?) equal to 0.99.

Bioassay with S. frugiperda caterpillars
The bioassay was conducted in an acclimatized room at 25 + 2 °C, 70 £ 10%
RH, and a 12-h photophase, using insects reared by laboratory breeding and fed
an artificial diet (Parra, 2007).

For the bioassay, the lyophilized extract was solubilized in 30 mL distilled
water and incorporated into 300 mL artificial diet at 250, 500, 1000, and 2000
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mg L diet. Once solidified, pieces from the diet were distributed in glass tubes
(8 cm high x 2 cm wide).

The experimental design was completely randomized, with 60 replicates
per treatment and the control treatment, which consisted of the artificial diet
combined with only water (30 mL). A 48-h-old S. frugiperda caterpillar,
previously fed an artificial diet free of extract, was transferred into the
experimental unit consisting of a glass tube (8 cm high x 2 cm wide) with a
piece of diet (3 cm wide x 3 cm high) incorporated with the extract or the
control.

Insect mortality was evaluated daily during the larval stage until the pupal
stage. The following characteristics were also evaluated: duration of larval stage
(days), duration of pre-pupal stage (days), pupal weight (g), duration of pupal
stage (days), pupal survival (%) [pupal survival (%) = (number of insects that
emerged/total number of pupae)*100], and sex ratio of adults [sex ratio=["
females/(I'1 females + males)]. The first 12 couples that emerged from each
treatment were separately placed in PVC cages (10 cm high x10 cm wide) and
fed with 10% aqueous solution of honey. Adult longevity (days), oviposition
period (days), number of egg masses total, and total number of eggs laid were

evaluated daily.

Statistical analysis
Data on larval accumulated mortality and pre-pupal periods were subjected to
one-way ANOVA and regression analysis was performed (p < 0.05) as a
function of extract concentration using R software (R Development Core Team,
2014).

Data on larval mortality over time were analyzed with the survival
package in the Weibull model (Therneau, 2013). After the selection of the most

appropriate mathematical model by residue analysis, a contrast analysis was
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performed to verify the similarity between the treatments and the formation of
congener groups. Lethal concentration (LC and LCzo) and median lethal times
(LTso, time required to kill 50% of the insects) were estimated for each group
formed by the Probit analysis (Ritz and Strebig, 2015).

Data on larval and pupal periods, pupal weight, pupal survival, adult
longevity, oviposition period, the number of ovipositions, and number of eggs
were subjected to one-way ANOVA using R (R Development Core Team,
2014).

The results of sex ratio were subjected to the chi-square statistical test (x?)

at a significance level of p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Each 100 g ABF yielded 30 g lyophilized extract (30% yield). The phenolic
compounds identified in the ABF extract are presented in the Figure 1, whose
areas of the peaks resulted in the following levels (mg 100 g extract): gallic
acid (14.85 £ 1.03), catechin (14.26 * 0.95), epigallocatechin gallate (8.98 +
0.95), p-coumaric acid (6.20 + 0.34), salicylic acid (27.01 + 0.38), and quercetin
(0.80 £ 0.01). Anthocyanin compounds malvidin chloride, pelargonidin chloride,
cyanidin chloride, epicatechin, syringic acid, ferulic acid, and resveratrol were
not identified in the ABF extract. We observed several other peaks for which the

substances were not identified.
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Figure 1. Chromatogram of acerola bagasse flour extract with peaks identification. 1: Gallic acid (time = 6.126
min); 2: catechin (time = 10.152 min); 3: epigallocatechin gallate (time = 12.211 min); 4: p-coumaric acid (19.901
min); 5: salicylic acid (time = 32547 min); and 6: quercetin (time = 51.187 min).



104

Characterization of phenolic compounds in ABF has not been reported,;
however, a few studies report the identification of these compounds in agro-
industrial residues of other fruits. Lafka et al. (2007) identified phenolic
compounds such as gallic acid, catechin, epicatechin, caffeic acid, syringic acid,
vanillic acid, and p-coumaric and o-coumaric acids in grape (Vitis vinifera L.)
residues (skins and seeds) from the winemaking process. In contrast, Melo et al.
(2011) studied grape and guava bagasse and found gallic acid, epicatechin,
quercetin, isovanillic acid, p-coumaric acid, caffeic acid, and resveratrol. Alves
et al. (2014) reported gallic acid, gallocatechin, catechin, epicatechin, ellagic
acid, and salicylic acid in jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg) skin
flour. These results show that agro-industrial residues from fruits are rich in
bioactive substances, and they can be used by the agrochemical and
pharmaceutical industries.

The content of each phenolic compound identified in the ABF extracts
added to the artificial diet offered to S. frugiperda larvae is shown in Table 1.

Table 1. Contents of phenolic compounds in acerola bagasse flour (ABF)
extract supplemented to the artificial diet of Spodoptera frugiperda at

different concentrations.

ABF extract concentration (mg L diet)

Phenolic compound 250 500 1000 2000
Gallic acid 0.037 0.074 0.148 0.296
Catechin 0.036 0.072 0.144 0.288
Epigallocatechin gallate 0.022 0.044 0.088 0.176
p-Cumaric acid 0.016 0.032 0.064 0.128
Salicylic acid 0.068 0.136 0.272 0.544

Quercetin 0.002 0.004 0.008 0.016
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The salicylic acid and gallic were the majority, followed by catechin,
epigallocatechin gallate, p-coumaric acid and quercetin among the identified
phenolic substances. These data show the concentration of each phenolic
compound in the diet that hindered the development of S. frugiperda.

Gallic acid in ester form is considered to be hydrolyzable tannin, while
oligomers and polymers of catechin and epigallocatechin gallate, formed by
polycondensation of two or more flavonoid units, are considered condensed
tannins. These compounds are important biological components due to their
strong interactions with metal ions and macromolecules such as polysaccharides.
Additionally, they are able to form soluble complexes with alkaloids, gelatins,
and several other proteins and to inhibit digestive enzymes (Simdes et al., 2007),
making this class of substances quite toxic to insects.

Flavonoids such as quercetin participate in important processes, including
development and plant defense, inhibition of the regulation of digestive
enzymes, strengthening of plant cell walls, and decrease in the palatability to
herbivores (Schoonhoven et al., 2005; Chen, 2008; Filgueiras et al., 2011).
Vandock et al. (2012) reported that flavonoids affect enzymes, preventing
enzymatic reactions that are vital to the development, and are considered anti-
nutritional and highly toxic to insects.

Salicylic and p-coumaric acids belong to the class of phenolic acids,
which also includes derivatives from hydroxycinnamic and hydroxybenzoic
acids. The relationship of these compounds and their role in the protection
against herbivory is not known. Acids derived from benzoic acid may undergo
substitutions in the meta position, yielding, for example, gallic acid (Mamede
and Pastore, 2004), which can be found as hydrolyzable tannins, which are
reported to reduce growth and survival of insects.

It was observed that the diet containing the extract at a concentration of

2000 mg L* caused an increase in accumulated mortality of S. frugiperda, while
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those fed on diets containing the extract at lower concentrations were less
affected (F = 0.05; P = 0.02589) (Figure 2A). Regarding the pre-pupal stage,
only the treatment containing 1000 mg L™ of extract caused a lengthening of
pre-pupal stage compared to the control (F = 0; P = 1.125 x 10°) (Figure 2B).

The concentrations of ABF extract reduced the insect survival during the
larval stage. The lethal time (LTso) was determined only at the end of the
evaluation period since this time was greater than 336 h (Figure 3). It was not
possible to estimate the LCso and LCgo because the confidence interval of these
values exceeded the ABF extract concentrations employed in this work. Thus,
the LCy and LCs of the ABF extract on the larvae of S. frugiperda were 648.18
(95% CI = 229.57 — 996.78) and 1,614.35 (95% CI = 477.35 — 2,751.3) mg L™,
respectively (y° = 242.2, P = 0.4122, df = 238), respectively.
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Figure 2. Regression analysis of larval accumulated mortality (A) and
duration of the pre-pupal period (B) of Spodoptera frugiperda larvae fed on
artificial diet containing different concentrations of acerola bagasse flour
(ABF) extract.
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The larval mortality of S. frugiperda reported in this study may be due to
the phenolic compounds (tannins and flavonoids) characterized in ABF, which
interfered with the feeding behavior and larval development of this insect. This
hypothesis is supported by the fact that the phenolic compounds identified in
ABF, such as gallic acid and catechin, affect growth and survival of herbivorous
insects. Barbehenn and Constabel (2011) reported that, contrary to early
theories, tannins have no direct effect on protein digestion in insect herbivores.
Instead, they concluded that their toxicity is derived from reactive oxygen
species such as semiquinone radicals and quinones, which are formed by
oxidation of tannins in insects’ high intestinal pH. Flavonoid quercetin, also
identified in ABF, is known to decrease the palatability of plant tissues to
herbivores and to inhibit enzymatic reactions that are vital for insect
development (Filgueiras et al., 2011; Vandock et al., 2012).

Antifeedant and toxic effects of gallic acid and catechin have already been
observed in species of the genus Spodoptera (Urrea-Bulla et al., 2004; Rani and
Pratyusha, 2013). Mesbah et al. (2007) reported the toxic effect of quercetin on
Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae), and they attributed
this toxicity to insect feeding inhibition, which prevented normal growth and
development, causing pupal deformation as well as a reduction in oviposition.

Increased mortality at the larval stage was also reported by Rodriguez and
Vendramim (1996), who observed that the pupal stage of S. frugiperda,
compared to the larval stage, was less affected by extracts from various plants
when they were incorporated into the artificial diet. Torrecillas and Vendramim
(2001) found that changes in the development of S. frugiperda occurred only in
the larval stage, probably due to higher metabolic activity during this phase.

According to Tirelli et al. (2010) and Jadhav et al. (2012), inhibition of
larval growth and duration of the pre-pupal and pupal stages have already been

related to the activity of phenolic compounds, especially tannins and flavonoids,
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which reduce the nutritional value but create the antifeedant effect in food.
Alves et al. (2014) studied the effects of acetone extract from jabuticaba skin
flour on the development of S. frugiperda and found that the reduction in their
growth was proportional to the concentration and quantity of ingested phenolic
compounds.

Tannin activity is not always related to its concentration. Heil et al. (2002)
found that in some plant species, the increase in tannin concentration did not
lower herbivory. However, a positive correlation between tannin content and
reduction in herbivory rate was observed for Prosopis juliflora (Sw.) DC.
(Fabaceae), Acacia farnesiana (L.) Willd. (Fabaceae), and Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit (Fabaceae). Therefore, the authors concluded that
the antifeedant effect of tannins cannot always be correlated with the increase in
their concentration. These results are consistent with those obtained in the
present study, in which it was found that the treatment with 1000 mg L7,
although with lower tannin content than the treatment with 2000 mg L, had
prolonged the most the pre-pupal characteristics of S. frugiperda (Figure 2B).

The ABF extract at the evaluated concentrations did not negatively affect
the larval period, pupal weight, pupal period, pupal survival, oviposition period,
total number of egg masses, number of eggs, male and female longevity (Table
2), and sex ratio (Table 3).
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Table 2. Effect of acetone extract from acerola bagasse flour (ABF) at different concentrations on larval period,

pupal weight, pupal period, pupal survival, oviposition period, number of egg masses, number of eggs, and male

and female longevity of Spodoptera frugiperda.

ABF extract concentration (mg L diet)

0 250 500 1000 2000 P F

Larval period, d* 1400+431 1360%+4.24 13.10+£3.20 12.80+4.01 12.75+3.93 | 0.3257 1.1664
Pupal weight, g* 0.219+0.02 0.215+0.03 0.223+0.03 0.218+0.02 0.222+0.02 | 0.5564 0.7537
Pupal period, d* 7.02 £4.03 5.98 +4.22 7.70 £ 3.76 6.83 £ 3.88 6.20 £4.48 | 0.1602 1.6561
Pupal survival, %* 7541+043 7541+043 80.00+£0.40 65.00+0.48 63.33+0.49 | 0.0574 2.3154
Oviposition period, d*  9.93+391 11.00+3.24 11.13+264 10.70+4.45 10.42+4.90 | 0.9296 0.2139
Number  of  egg

9.64+373 10.33+2.83 1040+223 10.60+4.65 958+4.17 | 0.9344 0.2053
masses™
Number of eggs* 2752.93 £ 2533.78 £ 3158.06 + 2215.10 £ 2504.27 £

0.3891 1.0518
1197.45 733.38 1672.09 880.76 1094.99

Male longevity, d* 13.64+191 1400+2.06 11.66+274 1355+1.44 12.67+3.01 | 2.0805 0.0955
Female longevity, d* 1493+4.62 1456+4.42 16.27+4.62 1564+3.96 1517+5.10 | 0.9164 0.2368

Data are mean (n = 60) + standard deviation. *No significant difference in means by the one-way ANOVA at 5%

probability.
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Table 3. Sex ratio in Spodoptera frugiperda developed from caterpillars fed
artificial diet supplemented with different concentrations of acerola bagasse
flour (ABF) extract.

ABF extract concentration

(mg L diet) n Sex ratio***
0 43 0.44
250 36 0.47
500 49 0.41
1000 40 0.58
2000 38 0.39
p* 0.496
PR 3.38

*P value of the chi-square test. **Chi-square value. ***No significant difference
in means by the one-way ANOVA at 5% probability.

When added to the artificial diet, the phenolic compounds present in ABF
caused an increase in larval mortality and lengthening of the pre-pupal stage;
however, they did not have a negative effect on other biological characteristics
evaluated for S. frugiperda. It is possible that the results will be more
pronounced if the phenolic substances contained in the ABF extract are used in
other concentration ranges.

Given that there are no available research data on the use of ABF in pest
control, the results obtained in this study complement those of Santos et al.
(2013) and Alves et al. (2014), who used natural products such as cassava leaf
powder and jabuticaba skin flour, respectively, to control S. frugiperda

caterpillars.
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CONCLUSIONS

Acerola bagasse flour acetone extract, in which the phenolic compounds such as
gallic acid, catechin, epigallocatechin gallate, p-coumaric acid, salicylic acid,
and quercetin were identified, decreased the survival of S. frugiperda under
laboratory conditions. Future studies should examine their potential use in field
conditions and investigate the effect of isolated phenolic compounds identified
in the ABF extract.
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Figura 1A Cromatograma da solugdo de compostos fendlicos com deteccao

espetrofotométrica. Concentracéo de cada padrdo: 1) Acido gélico; 2) Catequina;

3) Galato de epigalocatequina; 4) Epicatequina; 5) Acido siringico; 6) Acido p-

cumarico; 7) Acido ferulico; 8) Acido salicilico; 9) Resveratrol; 10) Quercetina.
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Tabela 1A Gradiente de eluicdo para analise dos compostos fendélicos.

Fase movel*
Tempo (min) Solvente A (%v/v) Solvente B (%v/v)
0,01 100 0
5 70 30
25 60 40
43 55 45
50 0 100
65 0 100

Fase movel: Solvente A — solucéo de &cido acético 2% em agua; Solvente B —
metanol: agua: acido acético (70: 28: 2% v/v)

Tabela 2A Tempo de retengdo (tr) médio para os compostos fenolicos

Composto Tempo de retencéo (tr) minutos*
Acido galico 6,58 + 0,01
Catequina 10,37 + 0,06
Galato de epigalocatequina 12,11 £ 0,02
Epicatequina 13,96 + 0,03
Acido siringico 15,66 + 0,20
Acido p-cumérico 20,18 £ 0,03
Acido fertlico 26,16 + 0,01
Acido salicilico 32,11+0,02
Resveratrol 35,37+ 0,03
Quercetina 51,39+ 0,01

*Média de trés repeticbes * desvio padrao.
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coeficientes de determinacdo (R?) das curvas

analiticas*.

Composto a b R?
Acido galico -2555,5523 32956,77159 0,9995
Catequina -2844,07672 13117,20972 0,9929
Galato de -5646,6605 13319,04931 0,9932
epigalocatequina

Epicatequina -3482,14097 10519,19966 0,9934
Acido siringico -246,53924 49788,02845 0,9997
Acido p-cumérico 617,58655 82859,96026 0,9997
Acido fertlico -1264,04995 52493,96131 0,9998
Acido salicilico -1045,64447 8830,09805 0,9985
Resveratrol -4284,57642 61793,53306 0,9985
Quercetina -657,4062 6,11298 x 10° 0,9982

*Regressao linear: y = a + bx
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Tabela 4A Limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) para os

compostos fenélicos em mg L™

Composto LD LQ

Acido galico 0,127455 0,386228
Catequina 0,715183 2,167222
Galato de epigalocatequina 1,110149 3,364087
Epicatequina 0,691351 2,095003
Acido siringico 0,156859 0,475330
Acido p-cumérico 0,128980 0,390849
Acido ferulico 0,133291 0,403913
Acido salicilico 0,231250 0,700757
Resveratrol 0,373745 1,141651

Quercetina 0,001810 0,005784
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Tabela 1B Resumo da analise de variancia do peso do figado, da gordura

hepética e de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) de ratos

Wistar, submetidos aos tratamentos*, durante 21 dias

Quadrado médio

GL Peso do Gordura TBARS
figado hepética
Tratamento 5 12,14** 80,61** 0,0003**
Residuo 30 15,19 67,89 0,0002
Total 35
CV% 9,35 15,73 18,51

**Significativo a 1% de probabilidade. ™N&o significativo *Tratamentos: G1-
Agua; G2- Agua e CCls; G3- EMBA contendo 5,0 g de compostos fen6licos/70
kg peso de animal (PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos fenolicos/70
kg PA e CCls; G5- EMBA contendo 1,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e
CCls e G6- EMBA contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCl..
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Tabela 2B Resumo da anélise de variancia de parametros bioquimicos de ratos Wistar, submetidos aos tratamentos*,
durante 21 dias

Quadrado médio

GL AST ALT GGT Albumina SOD CAT
Tratamento 5 3587,60** 5702,70** 28,93** 9,16** 235,77** 3,11**
Residuo 30 963,40 130,70 0,81 4,98 73,89 2,55
Total 35
CV% 9,55 4,07 8,64 9,39 5,04 21,07

**Sjignificativo a 1% de probabilidade. ™N4o significativo *Tratamentos: G1- Agua; G2- Agua e CCls;; G3- EMBA
contendo 5,0 g de compostos fendlicos/70 kg peso de animal (PA); G4- EMBA contendo 0,5 g de compostos
fendlicos/70 kg PA e CCly; G5- EMBA contendo 1,0 g de compostos fenélicos/70 kg PA e CCly e G6- EMBA contendo
5,0 g de compostos fendlicos/70 kg PA e CCl..



