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RESUMO

O oleo essencial de cravo-da-india apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anticancer
entre outras. Estudos prévios analisaram o potencial do cravo-da-india como substituto ao
conservante sintético sorbato de potassio em bebida lactea fermentada. Sendo assim, neste
trabalho verificou-se in silico, in vitro e in vivo, o potencial antioxidante da bebida lactea com
Oleo essencial de cravo-da-india e os impactos da ingestdo dessa bebida para o organismo.
Foram produzidas bebidas lacteas fermentadas com 6leo essencial de cravo-da-india (2 ul/ml),
bebidas sem conservantes e com conservante sintético (sorbato de potassio). Analises
previstas na legislacdo foram realizadas, como as fisico-quimicas de teor de gordura, proteina
e acidez, testes microbiolégicos e analise de calorimetria. Para avaliar a atividade antioxidante
foram realizadas analises de DPPH e CEso. Analise de headspace foi realizada para
identificacdo de compostos envolvidos nessa ac¢édo. Laminas histopatoldgica utilizando tecido
adiposo de camundongos machos swiss e andlises de atividade antioxidante in vivo como
avaliacdo das enzimas antioxidantes e quantificacdo por PCR em tempo real das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Os resultados
demonstram que as bebidas lacteas produzidas atenderam os parametros fisico-quimicos para
proteina (2,06g de proteina/100g) e acidez (0,75 a 0,88%). Para gordura (0,84g de
gordura/100g), obteve-se resultados considerados para bebida lactea parcialmente desnatada.
As analises microbiolégicas apresentaram resultados negativos para Salmonella sp.,
coliformes totais e coliformes termotolerantes e valores maiores que 10¢ UFC/mL de bactérias
lacteas durante o periodo de estocagem de 14 dias. Nas analises de atividade antioxidante in
vitro a bebida lactea com 6leo essencial apresentou atividade antioxidante com valores de 82,7
a 93,4%, em relacdo a bebida com sorbato de potassio (5,60 a 44,8%) e a bebida sem
conservantes (4,86 a 42,3%). Os resultados da concentragcdo efetiva (CEso) mostraram maior
capacidade da bebida com o 6leo em sequlestrar radicais livres utilizando menor concentragcdo
do que o antioxidante convencional Butil hidroxitolueno (BHT). O eugenol foi detectado nas
analises de headspace da bebida, sendo este composto um dos responsaveis pela atividade
antioxidante do 6leo. O grupo que recebeu a bebida lactea com o 6leo essencial apresentou
menor quantidade de enzimas antioxidantes expressas e menor area dos adipécitos em
relagdo aos outros grupos experimentais. Deste modo o 6leo essencial de cravo-da-india € um
potencial substituto aos conservantes sintéticos, apresentam atividade antioxidante
comprovada in vitro e in vivo e ndo apresentou altera¢cfes histoldgicas no tecido adiposo apés

a ingestao.

Palavras-chave: Antioxidantes. Cravo-da-india. Leite fermentado. Laticinios- microbiologia.



ABSTRACT

Clove essential oil has antimicrobial, antioxidant, anticancer activity among others. Previous
studies have looked at the potential of clove as a substitute for the synthetic preservative
potassium sorbate in fermented dairy beverage. Thus, in this work it was verified in silico, in
vitro and in vivo, the antioxidant potential of the milk drink with clove essential oil and the
impacts of the intake of this drink for the organism. Fermented dairy beverage with clove
essential oil (2 pl/ml), preservative-free beverages and synthetic preservative (potassium
sorbate) were produced. Analyzes provided for in the legislation were performed, such as
physicochemical of fat content, protein and acidity, microbiological tests and calorimetry
analysis. To evaluate antioxidant activity, DPPH and ECso analyzes were performed.
Headspace analysis was performed to identify compounds involved in this action.
Histopathological slides using adipose tissue from swiss male mice and in vivo antioxidant
activity analyzes as evaluation of antioxidant enzymes and real time PCR quantification of the
enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). The
results show that the dairy drinks produced met the physicochemical parameters for protein
(2.06g protein / 100g) and acidity (0.75 to 0.88%). For fat (0.84g fat / 100g) results were
obtained for partially skimmed milk drink. Microbiological analyzes showed negative results for
Salmonella sp., Total coliforms and thermotolerant coliforms and values greater than 106 CFU /
mL of dairy bacteria during the 14 days storage period. In the in vitro antioxidant activity
analyzes the essential oil fermented dairy beverage presented antioxidant activity with values of
82.7 to 93.4%, compared to the potassium sorbate drink (5.60 to 44.8%) and the preservative-
free drink (4.86 to 42.3%). The results of the effective concentration (ECso) showed greater
ability of the drink with the oil to sequester free radicals using lower concentration than the
conventional antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT). Eugenol was detected in the
headspace analysis of the drink, being this compound responsible for the antioxidant activity of
the oil. The group that received the milk drink with the essential oil presented less amount of
expressed antioxidant enzymes and smaller area of adipocytes in relation to the other
experimental groups. As such, clove essential oil is a potential substitute for synthetic
preservatives, has proven in vitro and in vivo antioxidant activity and showed no histological

changes in adipose tissue after ingestion.

Keywords: Antioxidant. Clove. Fermented milk. Dairy-microbiology
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1 INTRODUCAO

Bebida lactea fermentada tem em sua composicao leite misturado ao soro e acrescidos
de aditivos conservadores como &cido sérbico, sorbato de sddio, sorbato de calcio e sorbato de
potassio (BRASIL, 2005). Os conservantes de alimentos possuem acdo antimicrobiana,
antioxidante e previne a deterioracdo, aumentando a vida de prateleira dos produtos
(DEHGHAN et al., 2018).

O sorbato de potassio € um produto muito utilizado na indUstria como conservante de
alimentos, pois previne o crescimento de bactérias, leveduras e fungos. Porém a utilizacdo
desse conservante tem sido associada a diferentes problemas como danos toxicol6gicos,
mutagénicos, genotoxicos e citotoxicos (DEHGHAN et al., 2018; ZENGIN et al., 2011). A busca
por produtos naturais em substituicdo aos conservantes sintéticos vem crescendo,
principalmente na industria de alimentos de produtos lacteos (CALEJA et al., 2015; 2016).

A bebida lactea fermentada utilizada no presente estudo foi desenvolvida pelo grupo de
estudo em Biotecnologia (GEBIO), do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais (ICA/UFMG), sendo acrescida de ferro e polpa de frutos do cerrado como
caja, mangaba, tamarindo, umbu, coquinho azedo e cagaita. Farias (2016), buscando uma
alternativa de conservante natural e que tivesse propriedades antimicrobianas e antioxidantes,
formulou uma bebida lactea com 6leo essencial de Syzygium aromaticum e avaliou o potencial
antimicrobiano, os parametros fisico-quimicos e a atividade antioxidante do 6leo. Em trabalho
realizado por Souza (2019), avaliou a utilizagdo dessa bebida lactea com adicao de 2 ul/ml do
Oleo essencial de cravo-da-india em camundongos, analisando toxicidade hepatica, indices
glicémicos e expresséo de marcadores inflamatorios.

Contudo, é necesséario avaliar a atividade antioxidante da bebida lactea com o 6leo
essencial in vitro para verificar a eficiéncia desta atividade em matriz lactea e se ocorre
reducdo durante o periodo de estocagem e in vivo para verificar o potencial antioxidante no

tecido adiposo e possiveis consequéncias da ingestao desta bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar bebida lactea fermentada acrescida de 6leo essencial de Syzygium
aromaticum, avaliando parametros microbiolégicos, fisico-quimicos e potencial antioxidante por

meio de analises in silico, in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

- Predizer o mecanismo molecular envolvido na acédo antioxidante da bebida lactea fermentada
acrescida de 6leo essencial de Syzygium aromaticum por meio de analises de bioinformética;

- Avaliar a adicdo do Oleo essencial de Syzygium aromaticum em bebida lactea fermentada
como potencial substituto para conservantes sintéticos;

- Avaliar o potencial antioxidante da bebida lactea fermentada acrescida de 6leo essencial de

Syzygium aromaticum in vitro e in vivo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bebidas lacteas

A bebida lactea tem em sua composicdo pelo menos 51% (cinquenta e um por
cento) de base lactea e consiste em uma mistura de leite e soro, podendo ter adicdo ou nao, de
produtos ou substancias alimenticias, como fermentos lacteos selecionados, gordura vegetal,
leites fermentados e outros produtos lacteos (BRASIL, 2005).

O soro é considerado residuo da producdo nas fabricas de queijo, e o descarte
desse residuo esta associado a problemas ambientais devido ao alto teor de matéria organica,
sendo assim o reaproveitamento do soro visa minimizar os impactos ambientais e melhorar a
eficiéncia econémica (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).

O soro é rico em componentes nutricionais e a sua utilizagdo tem contribuindo
para o surgimento de novos produtos como as bebidas lacteas (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL,
2012). A bebida lactea com adicdo de soro de leite tem ganhado espaco no mercado e
atraindo o consumidor, devido ao seu baixo custo e valor nutricional agregado (THAMER &
PENNA, 2006). Para a conservacdo das bebidas lacteas fermentadas podem ser usados
sorbato de potéssio, sorbato de calcio, acido sorbico e sorbato de sédio (BRASIL, 2005).

Porém nota-se que existe uma alta demanda dos consumidores por produtos
saudaveis e que possuem a capacidade de prevenir doencas (BALDISSERA et al., 2011). Os
alimentos funcionais possuem valor nutricional e beneficios a salude, podendo reduzir riscos
de doencas, melhorias na salde e no bem-estar (SOARES et al., 2011). A busca por alimentos
funcionais vém crescendo devido aos beneficios a salde trazida por estes alimentos. Os
produtos lacteos com adi¢des de ingredientes apresentam esta capacidade, dentre eles estdo
0s que possuem capacidade funcional como carotendides, acidos graxos poli-insaturados,
probiéticos, fibras alimentares, fitoesterdis, entre outros, sendo assim um alimento nutricional
completo com componentes bioativos que podem ser potencializados atendendo o consumidor
(BALDISSERA et al., 2011).

Com isso Farias (2016) elaborou bebidas lacteas fermentadas com adicdo de
Oleos essenciais de Syzygium aromaticum, Lippia alba e Cymbopogon citratus avaliando o
potencial conservante destes 6leos e os parametros nutricionais e de qualidade previstos na
legislagéo. Priorizando a utilizagdo de um conservante natural e o potencial funcional dos 6leos
em estudo, o Syzygium aromaticum apresentou melhores resultados antioxidantes e
antimicrobianos, sem alterar a quantidade de bactérias lacteas desejaveis. Devido a escassez
de trabalhos utilizando a bebida lactea fermentada com 6leo essencial de cravo-da-india, torna-
se necessario estudos da atividade antioxidante na matriz lactea e analises in vivo para

verificar o potencial funcional da bebida.
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3.2 Plantas medicinais e 0s conservantes naturais

O uso de plantas medicinais tem se tornado crescente como recurso alternativo no
tratamento de diversas doencas em grande parte no mundo, isso ocorre, pois 0 uso de plantas
sdo mais faceis quando comparada aos medicamentos alopaticos. Segundo a Organizacdo
Mundial de Saude em torno de dois bilhdes de pessoas no mundo recorrem a utilizacdo da
medicina popular por meio da extracédo dos principios ativos presentes nas plantas medicinais
em busca de tratamento de doencgas (BEVILACQUA, 2010; SMITH-HALL et al., 2012).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) planta medicinal é
parte de uma planta ou toda ela que tenha em sua constituicdo substancias ou classes que
possuem acdes terapéuticas (BRASIL, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) plantas medicinais séo
espécies que podem ser cultivadas ou nao, que tenham fins terapéuticos, podendo ser usadas
tanto secas quando frescas. Planta fresca entende-se que é aquela que é utilizada logo apés a
colheita e planta seca aquela em que sofreu processo de secagem (WHO, 2003).

A utilizag&o de plantas com a finalidade para uso terapéutico vem acontecendo desde a
civilizagdo humana que por muitos anos foi utilizada para a satde humana. Em torno de 25%
de todos os medicamentos atuais sdo derivados indiretamente ou diretamente de plantas
medicinais, podendo ser por meio de conhecimentos tradicionais ou tecnologias modernas
(BRASIL, 2006).

Um dos produtos das plantas medicinais sdo os 6leos essenciais. Estes originam-
se dos metabolismos secundarios tendo em sua constituicdo: monoterpenos, sesquiterpenos,
substancias contendo enxofre ou nitrogénio e fenilpropanoides . S&o misturas complexas de
substancias volateis lipofilicas, sendo seus compostos: aldeidos, ésteres, cetonas,
hidrocarbonetos terpénicos, &cidos organicos, fenois e outros. Estes compostos estdo em
diferentes concentrac¢des. (BAJPAI, RAHMAN; KANG, 2008; BURT, 2004).

O uso de Oleos essenciais na alimentacdo animal pode ser interessante, pois
estes possuem principios ativos que podem agir em conjunto com outros aditivos alimentares
ou individualmente podendo ter diferentes a¢cbes e ocasionar uma redugdo no surgimento de
cepas bacterianas resistentes. Além disso, devem ser avaliados os efeitos que dependem de
diversos fatores tais como a concentracdo do 6leo na dieta, natureza quimica, o estado de
saude dos animais e a quantidade consumida (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

Existem pesquisas que buscam produtos alternativos para serem usados como
conservantes de alimentos que agregam também propriedades desejaveis, dentre eles temos
os 0Oleos essenciais que estdo no grupo de bioativos pesquisados, pois apresentam capacidade
de conservacéo de produtos alimentares e diferentes outras atividades (ASENSIO et al., 2015).

Os 6leos esséncias sao produtos provindos de plantas medicinais estes por sua

vez apresentam diversas atividades farmacoldgicas e possuem capacidade de conservar
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alimentos, sendo assim, estes podem ser utilizados como substitutivo aos conservantes
quimicos (PEREIRA et al., 2008).

3.4 Cravo da india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india é uma espécie da familia Myrtaceae, conhecido cientificamente por
Eugenia caryophyllata Tumb, Caryophyllus aromaticus L., Eugenia aromatica (L) Baill, Eugenia
caryophyllus (Sprengel) e atualmente por Syzygium aromaticum (L) Merr. Originado na
Indonésia nas ilhas Mollucas, é uma planta do tipo arbdérea que pode atingir de oito a dez
metros de altura. Com as copas alongadas, possui folhas ovais e aromaticas com comprimento
de sete a 11 centimetros, as flores sdo consideradas pequenas com coloracdo verde-
amarelado e um pouco avermelhado. O botédo da flor seca é muito utilizado na culinaria devido
ao aroma e sabor existente. O principal constituinte é o eugenol, assim como outros compostos
e as concentra¢des dos mesmos varia de acordo com a por¢éo da planta onde o 6leo essencial
€ extraido (AFFONSO et al., 2012; MAEDA et al., 1990; MAZZAFERA, 2003).

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é o componente majoritario existente na composi¢do do
Oleo essencial do cravo-da-india € um composto semivoléti. Em menores concentracdes
encontra-se o acetato de eugenol e o -cariofileno. Possui a cor castanha escuro com sabor e
odor forte e caracteristico e pode corresponder até 95% da composi¢do do 6leo essencial.

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura e a
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) o consumo diario maximo do
eugenol que é aceitavel é de 2,5 mg/kg (CARDOSO et al, 2007; FENG et al., 2014;
JAVAHERY et al., 2012).

3. 5 Efeito antioxidante e o estresse oxidativo

Os antioxidantes podem trazer grandes beneficios a4 saude e melhorias na qualidade de
vida, podendo retardar ou evitar o aparecimento de doencgas tais como: hipertrofia muscular,
artrite, cancer, doencas cardiovasculares entre outras. Pois estes possuem a capacidade de
proteger o organismo de possiveis danos que os radicais livres podem causar, além do mais,
estes podem apresentar menor custo. Os antioxidantes podem agir através de mecanismos
como a ruptura da propagacdo de radicais livres, interrompendo a formacdo destes ou
estimulando o sistema de defesa antioxidante das células (ALAM; BRIST; RAFIQUZZAMAN,
2012; OLIVEIRA, 2015; ROSES, 2015).

Pensando na salde publica e animal o produto que obtém a capacidade de inibir a
producéo e liberacdo ou capturar radicais livres e desempenham acdes de defesa antioxidante
nas células podem desempenhar um papel muito importante na prevencdo de doencas.
(ALAM; BRIST; RAFIQUZZAMAN, 2012; OLIVEIRA, 2015; ROSES, 2015).
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Estudos mostram que os 6leos essenciais possuem boa atividade antioxidante, sendo
esta propriedade atualmente bem valorizada na inddstria alimentar, pois estes produtos podem
ser utilizados como conservantes e aditivos de alimentos. Para analise de atividade
antioxidante em 6leos essenciais utiliza-se diferentes métodos como: bioldgicos (na avaliagédo
da peroxidacao lipidica e oxidacao protéica) e eletroquimicos e in vitro, colorimétricos: DPPH.
(1,1 difenil-2-picrilhidrazila) ou ABTS (acido 2,2’-azinobis-3 etilbenzotiazolina-6-sulfénico),
sendo este Ultimo considerado o método mais simples e mais barato. Além disso, € 0 mais
utilizado, cerca de 90% dos estudos utilizam este método (BORGES et al., 2011; OLIVEIRA,
2015).

No metabolismo natural ocorre produgdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN),
espécies reativas de oxigénio (ERO), entre outras. Estas sdo observadas em diversas
condicdes fisioldgicas e sdo de grande importancia em diversas fungbes como na fagocitose,
onde estas sao responsaveis por eliminar o agente invasor, porém quando a producéo dessas
espécies se eleva o organismo necessita de um bom sistema antioxidante para conseguir
controlar esta falha de producédo e manter o equilibrio. O estresse oxidativo nada mais € do que
o desequilibrio do sistema antioxidante que pode acarretar doengcas e o envelhecimento
(VASCONCELOS et al., 2007).

A alta producdo dessas espécies reativas € compensada por mecanismos de defesa de
sistemas de prevencdo sendo estes: glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH),
catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), tocoferol, glutationa redutase (GR) que podem
também reconstituir estruturas lesadas (MARAVAI, 2016; VASCONCELOS et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) possuem a capacidade de degradar os lipideos
poli-insaturados das membranas celulares com isso ocorre um aumento de compostos de
malondialdeido (MDA) que nada mais é do que um produto secundério da peroxidacao lipidica.
E possivel quantificar a producéo desta substancia por meio das substancias reativas ao acido
tiobarbitUrico (TBARS). Este teste € aplicado para quantificar a oxidacao de lipideos, sendo ele
um biomarcador para medir o estresse oxidativo e a peroxidagdo lipidica no organismo
(BARBOSA et al., 2010; BERTOLIN et al., 2011; DEVASAGAYAM; BOLOOR; RAMASARMA et
al., 2003)

3.6 Analise de bioinformatica

A bioinformatica € uma ferramenta computacional, que envolve dados biolégicos
moleculares ja existentes para assim identificar genes e predizer hip6teses, sendo de
experimentos da expressdo génica, agrupamento de proteinas ou estabelecer arvores
flogenéticas (ARAUJO et al., 2008). Nos Ultimos anos esta ferramenta tem se tornado
fundamental para manipular dados biologicos, devido a capacidade de gerar de forma rapida e
eficiente dados utilizando as areas da matematica, ciéncia da computacdo e estatistica que

auxiliam na interpretacdo de dados biol6gicos representados a nivel molecular (SANTOS &
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ORTEGA, 2003). O desenvolvimento e a criagdo de bancos de dados contribuem para estudos
e pesquisas em outras areas como a medicina, a biotecnologia, entre outras (BOREM &
SANTOS, 2001).

A bioinformatica pode ser utilizada em diferentes segmentos como a interpretacao
da linguagem dos genes por algoritmo, geracdo de hip6teses a partir dos dados, criacdo de
bancos de dados, leitura de informac¢des contidas no cédigo genético, criacdo de programas
computacionais (ARAUJO et al., 2008). Além das diferentes areas que envolvem essa analise
computacional de sistemas biologicos, como a predicdo de funcdo génica, biologia de
sistemas, dindmica molecular (VERLI, 2014). Sendo esta ferramenta grande aliada atualmente

para as pesquisas.



23

3.10 Referéncias

ACAMOVIC, T.; BROOKER, J.D. Biochemistry of plant secondary metabolites and their effects
in animals. The Proceedings of the Nutrition Society, v.64, n.3, p.403-412, 2005.

ASENSIO, C.M.; GROSSO, N.R.; JULIANI, H.R. Quality preservation of organic cottage cheese
using oregano essential oils. Food Science And Technology. v. 60, n. 2, p.664-671, mar.
2015. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.10.054>. Acesso em: 10 maio 2018.

AFFONSO, R. S. et al. Chemical and Biological Aspects of the Essential Oil of Indian Cloves.
Revista Virtual de Quimica, v. 4, n. 2, p.146-161, 2012. Sociedade Brasileira de Quimica
(SBQ). Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.5935/1984-6835.20120012.>. Acesso em: 22 set.
2018.

ALAM, M.d. N.; BRISTI, N. J.; RAFIQUZZAMAN, M.d.. Review on in vivo and in vitro methods
evaluation of antioxidant activity. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 21, n. 2, p.143-152, abr.
2013. Elsevier BV. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.jsps.2012.05.002.>. Acesso em:
20 set. 2018.

ARAUJO, N. D., FARIAS, R. P., PEREIRA, P. B., FIGUEIREDO, F. M., MORAIS, A. M. B.,
SALDANHA, L. C., GABRIEL, J. E. A era da bioinformatica: seu potencial e suas implica¢des
para as ciéncias da saude. Estudos de Biologia, v. 30, n. 70/72, p.143-148, 27 nov. 2008.
Pontificia Universidade Catolica do Parana - PUCPR.
http://dx.doi.org/10.7213/reb.v30i70/72.22819.

BAJPAI V. K.; RAHMAN, A.; KANG, S. C.. Chemical composition and inhibitory parameters of
essential oil and extracts of Nandina domestica Thunb. to control food-borne pathogenic and
spoilage bacteria. International Journal Of Food Microbiology, v. 125, n. 2, p.117-122, jul.
2008. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2008.03.011.>. Acesso em: 07 set.
2018.

BALDISSERA, A.C. et al. Alimentos funcionais: uma nova fronteira para o desenvolvimento de
bebidas protéicas a base de soro de leite. Semina: Ciéncias Agrérias, v.32, n.4, p.1497-1512,
2011.

BARBOSA K.B.F et al. Estresse oxidativo: conceito, implicagGes e fatores modulatérios. Rev
Nutr. 2010;4(23):629-43.Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1590/S1415-52732010000400013.
Acesso em: 20/10/2018 . Acesso em: 20/10/2017.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jsps.2012.05.002
http://dx.doi.org/10.1590/S1415-52732010000400013

24

BEVILACQUA, HGCR. Planejamento de horta medicinal e comunitaria. Divisdo Tec. Esc.

Municipal de Jardinagem/Curso de Plantas medicinais-S&o Paulo. 2010

BERTOLIN T.E et al. Antioxidant effect of phycocyanin on oxidative stress induced with
monosodium glutamate in rats. Braz Arch Biol Technol. 2011;54(4):733-8. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-89132011000400012. Acesso em: 20/10/2018.

BORGES, L. L. et al. Uma abordagem sobre métodos analiticos para determinacdo da
atividade antioxidante em produtos naturais. Enciclopédia Biosfera, v. 7, n. 12, p. 1-20, 2011.
Disponivel em: <https://www.conhecer.org.br/enciclop/2011a/saude/uma%20abordagem.pdf>.
Acesso em: 05 set. 2018.

BOREM, A.; SANTOS, F.R. Biotecnologia Simplificada. Editora Suprema. Vigosa, MG., 2001.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods: a
review. International journal of food microbiology, v. 94, p. 223-253, 2004. Disponivel em:
<goo0.gl/TzQhuJ>. Acesso em: 30 dez. 2018.

BRASIL. (2010). Resolug&o n° 10, de 09 de marco de 2010. Ministério da Saude: Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2010/res0010_09 03 _2010.html>.  Acesso
em: 15 out. 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n® 16, de 23 de agosto de 2005. Aprova o regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Bebidas Lactea. 2005. Diério Oficial [da] Republica Federativa
do Brasil, Brasilia, Se¢éo 1, p. 7. 24 ago. 2005. Disponivel em: <goo.gl/8qJBDG>. Acesso em:
30 dez. 2018.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos.
Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Brasilia: MS, 2006.

Disponivel em: <goo.gl/gmxVR7>. Acesso em: 20 set. 2018.

CALEJA, C., BARROS, L., ANTONIO, A. L., CAROCHO, M., OLIVEIRA, M. B. P.,, &
FERREIRA, I. C. Fortification of yogurts with different antioxidant preservatives: A comparative
study between natural and synthetic additives. Food Chemistry, v. 210, p.262-268, 2016.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.114.

CALEJA, C., BARROS, L., ANTONIO, A. L., CIRIC, A., BARREIRA, J. C. M., SOKOVIC, M., et

al. Development of a functional dairy food: Exploring bioactive and preservation effects of


http://dx.doi.org/10.1590/S1516-89132011000400012
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.114

25

chamomile (Matricaria recutita L.). Journal Of Functional Foods, v. 16, p.114-124, 2015.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jff.2015.04.033.

CARDOSO, M. G. et al. Avaliagdo do potencial fungitoxico do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum (L.) Merr & Perry (cravo-da-india). Tecno-Légica, v. 11, n. 1, p. 11-14, 2007

DEHGHAN, P., MOHAMMADI, A., MOHAMMADZADEH-AGHDASH, H., E DOLATABADI, JEN.
Pharmacokinetic and toxicological aspects of potassium sorbate food additive and its
constituents. Trends In Food Science & Technology, v. 80, p.123-130, 2018.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.07.012.

DEVASAGAYAM, T. P. A.; BOLOOR, K. K.; RAMASARMA, T. Methods for estimating lipid
peroxidation: An analysis of merits and demerits. Indian Journal of Biochemistry &
Biophysics, v. 40, n. 5, p. 300- 308, 2003.

FARIAS, P. K. S. Elaboracdo de bebida lactea fermentada com adi¢céo de 6leo essencial.
2016. 67 f. (Mestrado em Producdo Animal) — Universidade Federal de Minas Gerais, 2016.

FENG, Q. et al. A novel way for detection of eugenol via poly (diallyldimethylammonium
chloride) functionalized graphene-MoS2 nano-flower fabricated electrochemical sensor.
Sensors And Actuators B: Chemical, v. 192, p.1-8, mar. 2014. Elsevier BV. Disponivél em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2013.10.087>. Acesso em: 22 set. 2018.

JAVAHERY, S.; NEKOUBIN, H.; MORADLU L., ABDOLMAJID H. Effect of anaesthesia with
clove oil in fish (review). Fish Physiology And Biochemistry, [s.l], v. 38, n. 6, p.1545-1552, 30
jun. 2012. Springer Nature. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1007/s10695-012-9682-5.>
Acesso em: 22 set. 2018.

MAEDA, J. A. et al. Craveiro-da-india: caracteristicas fisicas das sementes e seus efeitos na
germinacao e desenvolvimento vegetativo. Bragantia, v. 49, n. 1, p. 23-36, 1990. Disponivel
em: <http://www.scielo.br/pdf/brag/v49n1/03.pdf>. Acesso em: 17 set. 2018.

MARAVAI, S. G.. Efeitos da administracdo intracerebroventricular de carnosina sobre
parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos . Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
do Extremo Sul Catarinense - Programa de Pds-Graduag¢do em Ciéncias da Saude, Criciima,
SC, 2014. Ed. do Autor, 2014. 54 p.

MAZZAFERA, P.. Efeito alelopatico do extrato alcodlico do cravo-da-india e eugenol. Revista
Brasileira de Botanica, v. 26, n. 2, p. 231-238, 2003.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jff.2015.04.033
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.07.012

26

OLIVEIRA, G. L. S. Determinacéo da capacidade antioxidante de produtos naturais in vitro pelo
método do DPPHe: estudo de revisdo. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, n. 1,
p. 36-44, 2015. Disponivel em: <goo.gl/St5uD2>. Acesso em: 25 mar. 2018.

OLIVEIRA, D. F.; BRAVO, C. E. C; TONIAL, I. B. Soro de leite;: um subproduto valioso. Revista
do Instituto de Laticinios Candido Tostes, v. 67, n. 385, p. 64-71, 2012.

PEREIRA, A. D. A.; DAS GRACAS CARDOSO, M.; DE ABREU, L. R.; DE MORAIS, A. R.; DE
LIMA GUIMARAES, L. G., SALGADO, A. P. S. P.. Caracterizagéo quimica e efeito inibitorio de
Oleos essenciais sobre o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Ciéncia e
Agrotecnologia, v. 32, n. 3, p.887-893, 2008. Disponivel em: <goo.gl/TFvwmc>. Acesso em:
04 maio 2018.

ROSES, R. P.. Evaluacién de la actividad inmunomoduladora de biomoléculas de origen
vegetal. 2015. 196 f. Tese (Doutorado) - Curso de Farmacia, Facultat de Farmacia
Departament de Farmacologia | Quimica Terapeutica Unitat de Farmacologia | Farmacognosia
Programa de Doctorat: Recerca, Desenvolupament | Control de Medicaments, Barcelona,
2015. Disponivel em: <http://diposit.ub.edu/dspace/bitstream/2445/66386/1/RPR_TESIS.pdf>.
Acesso em: 20 set. 2018.

SANTOS, F. R.; ORTEGA, J. M.. Bioinformatica aplicada a Gendmica. Melhoramento
Gendmico, Minas Gerais: UFV, p. 93-98, 2003

SMITH-HALL, C.; LARSEN, H. O.; POULIOT, M. People, plants and health: a conceptual
framework for plant consumption. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, v. 8, n. 43,
2012.

SOARES, D.S. et al. Aproveitamento de soro de queijo para produgdo de iogurte probidtico.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.63, n.4, p.996-1002, 2011.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1590/S0102- 09352011000400027. Acesso em: 16 abr.
2018.

SOUZA, K. S. S. Perfil glicémico e metabolismo hepéatico de camundongos alimentados
com bebida lactea fermentada adicionada de 6leo essencial de Syzygium aromaticum.
2019. 74 f. (Mestrado em Producdo Animal) — Universidade Federal de Minas Gerais, 2019.

Thamer, K. G & Penna, A. L. B. Caracterizagéo de bebidas lacteas funcionais fermentadas por
probioticos e acrescidas de prebidtico. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 26(3), 589-595.
2006. Retrieved from: http://www.scielo.br/pdf/cta/v26n3/31761.



http://www.scielo.br/pdf/cta/v26n3/31761

27

VASCONCELOS S.M.L et al. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, antioxidantes e
marcadores de dano oxidativo em sangue humano: principais métodos analiticos para sua
determinag&o. Quimica Nova. 2007; v. 30; n.5, p.1323-1338.

VERLI, H. Bioinformética da Biologia a flexibilidade molecular. Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular. 1. ed. - Sdo Paulo, p. 282. 2014.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. WHO guidelines on good agricultural and collection
practices (GACP) for medicinal plants. Geneva: WHO, 2003. Disponivel em:
<go0.gl/2zuxGT>.

Zengin, N., Yizbas_log’lu, D., Unal, F., Yimaz, S., & Aksoy, H.. The evaluation of the
genotoxicity of two food preservatives: Sodium benzoate and potassium benzoate. Food And
Chemical Toxicology, v. 49, n. 4, p.763-769, 2011. http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2010.11.040.


http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2010.11.040

28

4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1 — Analise bioinformética prediz mecanismo molecular envolvido na agéo

antioxidante do Syzygium aromaticum

Este artigo foi elaborado conforme as normas da revista bioinformatics and biology insights.
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Analise bioinformética prediz mecanismo molecular envolvido na agdo antioxidante do

Syzygium aromaticum

Bioinformatic analysis predicts molecular mechanism involved in the antioxidant action

of Syzygium aromaticum

Resumo

O cravo-da-india apresenta diversas funcionalidades, uma delas é a atividade antioxidante,
importante fungdo para reduzir niveis de espécies reativas ao oxigénio (ERO) e
consequentemente 0 estresse oxidativo no organismo. Porém estudos in vivo e a nivel
molecular da acao desta atividade séo escassos. Com isso, esta revisdo de bioinformatica tem
como objetivo investigar a atividade antioxidante do Syzygium aromaticum in vivo e analisar o
mecanismo molecular envolvido nesta atividade. Foi realizada uma busca de genes na
plataforma GeneCards usando as palavras-chave “Syzygium aromaticum”, “antioxidant”, “
oxidative stress”. Posteriormente foi feita uma rede de interagdo utilizando a plataforma
STITCH. Os genes PIK3CD, PIK3CB, AKT1 e PIK3CA foram os genes lideres e o estudo
sugere que estes atuam na inibicdo das ERO evitando estresse oxidativo. Este relato sugere
que o Syzygium aromaticum possui atividade antioxidante a nivel molecular. No entanto,

estudos in vivo devem ser realizados para comprovar seu potencial.

Palavras-Chave: Cravo-da-india, Espécies reativas ao oxigénio, Estresse oxidativo.

Introducéo

O cravo da india (Syzygium aromaticum) € uma especiaria pertencente a familia
Myrtaceael, nativa do leste da Indonésia, bastante utilizada na culinaria e muito cultivado nos
paises africanos e asiaticos, sendo este um dos fatores que contribuem para o
desenvolvimento econémico nos paises asiaticos?3. Entre os fatores que atrai a atengdo para
esta especiaria estdo as atividades bioldgicas a ela atribuidas como: atividade antioxidante,
fungicida, acaricida, inseticida, antimicrobiano, antiséptico, entre outras*>5.

A busca por produtos que possuem atividade antioxidante vém ganhando espaco,
pois estes podem trazer beneficios a salde e melhorias na qualidade de vida podendo retardar
ou evitar o aparecimento de doencas como: cancer, doencas cardiovasculares, artrite, entre

N

outras”®°. Isso ocorre devido a capacidade de proteger o organismo dos possiveis danos
causados pelos radicais livres. Os antioxidantes utilizam mecanismos como a ruptura da
propagacdo desses radicais livres, interrompendo a sua formagdo ou estimulacdo a acéo do

sistema de defesa antioxidante das células?:8 9,
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Os polifendis possuem elevada propriedade antioxidante e consequentemente alta
capacidade de sequestrar radicais livres. Esta atividade esta correlacionada com a capacidade
de inibir as enzimas responsaveis pela producdo das espécies reativas ao oxigénio (ERO) e
por regular as enzimas antioxidantes10 11,

O cravo da india est4 entre as especiarias com maior teor de polifendis e de
compostos antioxidantes!?, e quando avaliado em ensaios in vitro nota-se alta eficiéncia de sua
atividade antioxidante em diferentes métodos®® 4. Um dos fatores que podem ser relacionados
com o0 mecanismo de acdo desta atividade é o fato do eugenol o componente majoritario do
cravo da india, permitir a doagdo de um atomo de hidrogénio, ocasionando uma estabilizagao
do radical fenoxila, sendo assim o composto estavel ndo pode iniciar ou propagar a oxidagao'4
15, Porém estudos que abordam o mecanismo molecular desta atividade séo escassos.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo predizer o mecanismo molecular

envolvido na atividade antioxidante do Syzygium aromaticum por meio de analises in silico.

Material e métodos

A busca por genes envolvidos ha acdo antioxidante do cravo-da-india foi realizada na
plataforma Genecards (http://www.genecards.org)®. Foram utilizadas as seguintes palavras
chaves: "Syzygium aromaticum”, “antioxidant’, "oxidative stress". Os genes extraidos da
plataforma GeneCards foram utilizados como entrada para a plataforma STITCH 10
(http://stitch.embl.de/)718, para obter a rede de interagdo da acgdo antioxidante do cravo-da-
india com as proteinas. Para a construcéo da rede foram utilizados
“Experimentos”, “Bancos de dados”, “Textmining”, “Co-expression”, “Neighborhood”, “Fuséo
génica” e “Co-ocorréncia”. Utilizou-se um escore minimo de interagdo com confianca média de
0.4, ndo apresentando mais que dez interatores na primeira e na segunda camada?s.

A cada interacdo genética realizada, obteve-se 0 escore de interacdo de cada gene,
obtendo assim uma pontuacdo de associa¢gdo. Esta pontuacdo foi ajustada, multiplicando o
valor obtido por mil 192021 para assim obter uma Unica pontuacdo denominada “maior numero
de links” (WNL), sendo esta variavel a representacao da forga de interacdo gene-gene.

Os genes que apresentaram maiores valores de WNL sdo denominados “genes
lideres™92021 por ser importantes na sinalizagéo da atividade antioxidante do cravo-da-india a
nivel molecular.

Posteriormente, os genes foram classificados de acordo com o pardmetro em
clusters, pelo método de clusterizacdo K-means (software SPSS 17.0)%2. As diferencas entre as
classes do WNL foi avaliada por teste estatistico ANOVA com significancia de p <0,001.

A partir da andlise do banco de dados String, os dados para a analise ontoldgica

também foram extraidos?2.
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Resultados e discusséao

Ao avaliar a nivel molecular em pesquisas realizadas no Genecards obteve-se um
total de oito genes, sendo estes o VCAM1, ALOX12, COL1Al1, PCK2, CXCL10, PJK3P1,
CSF2RA, G6PC. Os detalhes estédo descritos na Figura 1A. A partir das analises realizadas na
base de dados String foi possivel obter os parceiros funcionais previstos, obtendo um total de
dez proteinas PIK3CA, CSF2, CSF2RB, CXCR3, CCL5, PIK3CB, PDGFRB, COL1A2, COL3A1,
PIK2CD. Os detalhes estao descritos na Figura 1B.

Figura 1 — Genes e proteinas envolvidas na agdo antioxidante do cravo-da-india.
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Relacdo e pontuacéo obtida dos genes-alvo envolvidos na agéo antioxidante do cravo obtido
no Genecards (A) e dos possiveis parceiros funcionais obtidos no banco de dados String (B),
de acordo com os termos de buscas “Syzygium aromaticum”, “antioxidant” e “oxidative

stress”.
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Ao avaliar a intera¢&@o entre os genes encontrados no Genecards obteve-se 0 a rede de
interacdo (Figura 2), e as possibilidades de interagdo entre os genes envolvidos na acéo
antioxidante do Syzygium aromaticum com as proteinas da rede de interacéo protéica.

Figura 2 - Rede de interacdo baseada nos dados de acéo antioxidante do cravo-da-india.
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Ao verificar a for¢ca de interacdo (Figura 3A) entre os genes da rede, obteve-se que os
genes PIK3CD, PIK3CB, AKT1 e PIK3CA foram os genes lideres, ou seja, aqueles que
obtiveram maior nimero de interagbes. Os genes lideres possuem classificagdo mais alta, os
genes que ndo mostram interacdo sdo denominados genes 6rfaos?!.

Os PIK3 pertencem ao grupo dos Fosfatidilinositol 3-quinases pertencente a familia
dos lipidios quinases. Sao divididos em trés classes de acordo com sua especificidade e
estrutura. Os genes PIK3CA (p110a), PIK3CB (p110B) e PIK3CD (p1103) codificam trés
isoformas cataliticas de classe IA. Estes possuem a capacidade de fosfolizar o grupo hidroxila
de fosfatidilinositol e fosfoinositideos. Os PIK3 estdo integrados aos estimulos ambientais,
sinais de fatores de crescimento e citocinas que produzem sinais intracelulares que sé&o
responsaveis por regular diferentes vias de sinalizagdo, estas por sua vez, controlam
processos celulares como crescimento, proliferagdo celular, metabolismo, motilidade e
sobrevivéncia, assim como funcgdes fisiol6gicas?6:27. 28.29,

O gene AKT1 corresponde a proteina quinase de serina-treonina, também conhecida
como proteina quinase B (PKB)3, é considerada fundamental para sobrevivéncia celular,
crescimento e proliferacdo celular, angiogénese, metabolismo das células, migracdo celular e
invasdo. Pode ser considerada importante proteina quinase na fisiologia, pois de acordo com o

ganho ou as perdas da ativacdo de AKT pode acarretar em sérias doencas como cancer3,

Estes genes classificados como lideres citados acima, sdo interligados, pois, é
necessario que ocorra ativacéo de PIK3 para que posteriormente ocorra a de AKT32, Para isso,
as tirosina quinases receptoras ativadas (RTKs) ativam a fosfatidilinositol 3-quinase de classe |
(PIK3) por meio de ligag&o direta ou por um conjunto com proteinas adaptadoras (como IRS-
1/2 (substrato do receptor de insulina-1/2) que se liga e ativa a PI3K. As PIK3s geradas
fosforilam o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para gerar fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3). AKT e PDK1 ligam-se a PIP3 na membrana plasmatica que provoca uma alteracao na
conformacdo, resultando na fosforilagdo da AKT, em dois residuos (Thr3% e Ser473) 31.33,

Sendo assim, existe uma via PIK3/AKT que esta interligada em alguns processos
fisiologicos como ao crescimento de tecidos utilizando uma sinalizacdo semelhante a da
insulinas®. A ativagdo de AKT junto com PIK3 esta interligada com a resposta a insulina e a
transformagdo celular®. E nas células endoteliais contribuem para a sobrevivéncia,
proliferagdo, crescimento e crescimento da célula endotelial, sendo ativada pelo fator de
crescimento endotelial vascular3!. Além disso, a via PIK3/AKT desempenham papel importante
no sistema imune inato e no adaptativo®?. A sinalizagdo PIK3/AKT esta envolvida com
crescimento regenerativo de células. Podendo este fator contribuir no reparo de células

danificadas pelo estresse oxidativo®.
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Figura 3 - Forca de interagdo entre os genes da rede. Os genes lideres sdo mostrados em

vermelho (A). A Rede de "interagdo gene-gene" com base nos dados dos genes dos lideres

(B).
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Os genes representados na rede de interacdes acima (Figura 3B) estdo relacionados

com funcgdes fisiologicas interligadas aos genes lideres citado (PIK e AKT), expandindo o

funcionamento dessa rede de sinalizacéo pelo corpo. Quando ocorre cancer em humanos a via

PIK3/AKT é interrompida e mutacdes gendmicas como a PIK3CA podem ocorrer33,

Os genes encontrados estdo presentes em processos biolégicos,

funcdes

moleculares, ontologia genética e constituem células (Figura 4). Nota-se que 0s processos de

migracdo de leucdcitos, resposta celular ao fator de crescimento de fibroblastos, via de
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sinalizacao do receptor da superficie celular, ligagdo do fator de crescimento derivado de
plaguetas, atividade fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase e o complexo fosfatidilinositol-3

quinase apresentaram menor p-valor.

Figura 4 - Ontologia Génica (GO). Processo Bioldgico (A). Funcao Molecular (B). Componente
Celular (C).
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Sabe-se que o estresse oxidativo provoca alteracdes fisiolégicas podendo acarretar
em doencas autoimunes, neurologicas, inflamatorias entre outras. E quando ocorre alta
producdo de espécies reativas de oxigénio, sendo este maior que os sistemas de defesa
antioxidante, podem provocar desnaturacéo de proteinas, oxidacéao de lipidios e causar danos
a acidos nucléicos®. A via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / Akt tem como uma das suas
func@es sinalizar a sobrevivéncia celular, estimulando respostas biolégicas. Porém, o estresse
oxidativo possui a capacidade de regular a via PI3K / Akt, sendo assim capaz de alterar estes
eventos de sinalizacdo3.

Em situacdes de homeostase de regulamento o AKT aumenta os niveis intracelulares
de espécies reativas de oxigénio (ERO), para que ocorra a nivel mitocondrial estimulo do
metabolismo oxidativo, reprimindo ao mesmo tempo sequestro de FoxO no citoplasma, a via de
fosforilacdo e a transcricdo de genes de enzimas antioxidantes, sendo que quando a
sinalizacdo de AKT estd negativa, observa-se reducédo dos niveis de EROs, assim como da
atividade mitocondrial e conseqiientemente aumento da expressdo de enzimas antioxidantes
mediadas por FoxO. O inverso é visualizado quando ocorre hiperativacdo da AKT, ou seja,
aumento da atividade metabdlica na mitocéndria, inibicdo da atividade da FoxO, aumento dos
niveis de EROS, sendo este um dos caminhos percorridos por muitos tipos de células
cancerigenas®.

Em trabalhos utilizando alimentos que possuem atividade antioxidante é possivel
notar a importancia da via PIK3/AKT para combater o estresse oxidativo. A via da
fosfatidilinositol 3-quinase PIK3 / AKT desempenha papeis importantes tanto na ativacido de
Nrf2 quanto na sobrevivéncia celular®®. Neste mesmo trabalho os autores notaram que o0s
niveis de proteina fosfo-PI3K e fosfo-AKT aumentaram e ao ocorrer 0 aumento da relacédo p-
AKT / AKT ocorre a fosforizagdo de Nrf2 melhorando a atividade antioxidante e o combate ao
estresse oxidativo®®. O eugenol possui funcdo supressora em células de cancer de pulméo,
utilizando a via PI3K/AKT o eugenol exerce o papel supressor na invasdo, migracao e
viabilidade das células do céncer, sendo assim um potente agente quimioterapico externo para
este tipo de cancers,

O estresse oxidativo € um componente metabdlico diario das células que fazem
respiracdo aerébia. Os radicais presentes sao eletronegativos e possuem alto poder de ligacédo
com as estruturas celulares, podendo causar mudancas estruturais e consequentemente
modificar as propriedades biolégicas. As espécies reativas ao oxigénio podem causar
mutacdes no DNA, inibindo proteinas importantes ou induzindo a sintese de proteinas
indesejaveis que podem causar morte celular por apoptose. Por outro lado, o estresse oxidativo
pode induzir o surgimento de grupos de células neopladsicas. Portanto, para reduzir a
possibilidade das células passarem por esses processos, mecanismos evolutivos de controle
foram desenvolvidos para permitir a sobrevivéncia dos seres vivos frente a ameaca
representada pelos radicais livres gerados pelo metabolismo celular.

Além de estudos para entendimento dos mecanismos celulares antioxidantes

presentes no organismo, existem também a busca pelos antioxidantes presentes nas plantas.
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O cravo-da-india foi considerado um poderoso antioxidante natural, sendo necessarios estudos
para esclarecer o mecanismo molecular da acdo antioxidante. Na andlise teol6gica, foram
identificados parametros bioldgicos, moleculares e celulares que auxiliam na elucidagdo do
mecanismo molecular da agdo antioxidante do cravo-da-india (Figura 4A - 4C). Um
componente celular importante evidenciado foi o complexo fosfatasidilinol 3-cinases (Figura
4C). Essa andlise indica a importancia dos genes lideres no desempenho antioxidante da via
de sinalizacdo PI3K / AKT. O fosfoinositideo 3-quinase/Akt é uma das principais cadeias
envolvidas na proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo celular3®41,

O aumento intracelular das espécies reativas ao oxigénio podem provocar o estresse
oxidativo, que pode desencadear a morte celular por apoptose, por ativacdo de cascatas
apoptoticas intrinsecas. O estresse oxidativo pode estar presente em diversos 6rgaos e tecidos
e em diferentes momento, este estresse induzido por radicais livres podem resultar na
apoptose de células*2.

Substancias antioxidantes, como alguns compostos, atuam inibindo a producdo em
excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO), eliminam os radicais livres e,
consequentemente, diminuem a apoptose. As EROs inativam a via de sinalizacdo PI3K/Akts, e
ativam a via alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR)/ p70 ribossomal S6 proteina quinase
(p70S6K). A ativacdo da via mTOR / p70S6K induz estresse oxidativo e eleva a expresséo da
enzima acetilcolinesterase3.

No entanto, muitos dos efeitos antiapoptéticos dos fatores de crescimento podem ser
atribuidos, em parte, a ativacdo dessa via, que foi primeiramente demonstrada em células
PC124. Alguns estudos identificaram a via PI3K/Akt sdo importantes na protecdo contra a
morte celular?®,

Diante disso, sugere-se que o cravo-da-india inibe a producéo de EROs por meio da
ativagcdo da via de protecdo celular PI3K/AKT. No presente estudo, a bioinformética analisou
hip6teses que componentes agrupados desempenham um papel protetor nas células ao inibir a
apoptose e o estresse oxidativo. Portanto, 0 mecanismo antioxidante pode ser mediado pela
ativacdo da via de sobrevivéncia PI3K/Akt para a reducédo das EROs, como mostrado na Figura
5.
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Figure 5 — Diagrama esquematico da acéo do cravo no estresse oxidativo
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p70S6K: Via alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR)/ p70 ribossomal S6 proteina quinase
(p70S6K); PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinases; AKT: Proteina quinase de serina-treonina

Fonte: Dos autores (2019).

A ativagdo do PI3K / Akt, no entanto, ndo é totalmente necessaria, para combater o
estresse oxidativo, a utilizacdo de antioxidantes exdgenos junto aos antioxidantes endégenos
existentes no organismo podem evitar o acumulo de ERO.

Assim, por meio do entendimento das a¢Bes moleculares, é possivel compreender
melhor o papel protetivo e toxico do fitoterapico no organismo humano. Assim, plantas como o
cravo-da-india e outras, que tém potencial antioxidante j& comprovado in vitro, podem-se tornar
alternativas sustentaveis para a terapia natural, controlando os efeitos predispostos do estresse

oxidativo.
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4.2 Artigo 2 — Preservation of fermented dairy beverages with addition of clove (Syzygium

aromaticum) essential oil

Este artigo foi elaborado conforme as normas da revista Food Science and Technology.
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Work relevance and importance: The search for new types of preservatives in the food industry has
been growing and along with it the need for natural foods to meet consumer interest. This article aims
at analyzing and proving by means of analysis the potential of this new product with an excellent
substitutive potential for chemical preservatives and that it meets the need of the industry and the

consumer.

Preservation of fermented dairy beverages with addition of clove (Syzygium aromaticum)

Page header: Analysis of fermented dairy beverages with essential oil
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Abstract

Objective was to use clove essential oil as a natural preservative in fermented dairy beverage,
analyzing the storage capacity and the physico-chemical parameters compared to the beverage with
the synthetic preservative (potassium sorbate). Two fermented dairy beverage were produced, one
with a synthetic preservative (0,003 g/mL) and the other with the addition of clove essential oil (2 pl/
mL) as a natural preservative. Microbiological, physico-chemical and calorimetric analyzes of the
samples were carried out in the first and second weeks of each beverage production, all analyzes
were performed in triplicates. The microbiological analyzes there was no statistical difference in the
values obtained between the drinks tested. In the analysis of physico-chemical parameters, it was
observed that the values obtained for protein and acidity met the values required by the legislation.
For fat content, the two drinks fell within the quantity provided for in the legislation for partially
skimmed drinks. There was no statistical difference in the values obtained in the calorimetric analyzes
of the samples. It is concluded that clove essential oil is a potential substitute for the synthetic
preservative in the production of the fermented dairy beverage, since it presented conservation

potential and results similar to the beverage with preservative commonly used in industry.

Keywords: Antimicrobial; Acidity; Fat content; Protein;

Practical Application: Production of fermented dairy beverages with addition clove essential oil

(Syzygium aromaticum), assessing physico-chemical parameters and conservation.

1 Introduction

In accordance with the legislation of fermented dairy beverages (FDB) with addition is given to
the product that has in its composition milk fermented with synthetic or natural preservative and that

do not go through heat treatment after the fermentation (Brasil, 2005).

The food industry uses synthetic additives to improve the properties and characteristics of foods
such as antimicrobials, antioxidants, nutritional additives and for preservation (Carocho et al., 2014).
Potassium sorbate (PS) is well known in the food industry because it is a safe and low toxicity
preservative compared to other synthetic preservatives. However, high consumption of this
preservative can lead to health problems such as diabetes, inflammation and even cancer (Dehghan
et al., 2018).

There is a consumer demand for natural foods, that is, without the addition of synthetic chemical
compounds (Caleja et al., 2016). The essential oil (EO) can reduce deterioration and prolong the shelf
life of the food, so that the clove (Syzygium aromaticum) is a potential substitute because it is a spice
that has been used for several years to conserve antimicrobial and antioxidant activity (Cortés-rojas et
al., 2014). Among different essential oils, this spice has the label of generally recognized as safe
(GRAS) issued by the Food and Drug Administration (FDA, 2017).
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The objective of this study was the use of clove essential oil as a natural preservative in
fermented dairy beverage, analyzing the storage capacity, evaluating the physico-chemical,
microbiological and calorimetric parameters compared to the beverage with the synthetic preservative

(potassium sorbate).

2 Materials and methods

2.1 Production of fermented dairy beverages

Fermented dairy beverages were produced at the Food Technology Laboratory of the Institute
of Agrarian Sciences, Federal University of Minas Gerais. The FDB were produced every 15 days
totaling four production lots, analyzes were performed in the first week of storage and in the second

week, all tests were performed in triplicate.

The production methodology was according to EPAMIG (2010) with adaptations. For the
production, two mixtures were used, the first one consisting of 44.5% UHT (Itambé) milk, 1% modified
starch (Macalé) and 10% crystal sugar (Delta). The ingredients were homogenized and heated in
magnetic stirrer (RH Basic 1-IKA) up to a temperature of 37 °C, measured using a digital thermometer
(Instrutherm). For the second mixture, 44.5% reconstituted whey powder (Nutricom) at 15% of mineral
water (Inga) was added after the homogenization, and the mixture was added to the first mixture and
subsequently heated to 42 ° C. After reaching the desired temperature, 0.1% of thermophilic DVS
lactic acid culture (Christian Hansen of Brasil®) was added from and the homogenization was carried

out.

50 mL of each FDB were transferred to falcon tubes for pH measurement with the aid of bench
pH meter (Tecnopon mPA 210) shortly after the FDB were allocated in BOD (ElectroLab) at 43 ° C.
The pH was measured every hour until reaching the value of 4.6, after obtaining the desired pH the
drinks were placed for the cooling in refrigerator until reaching the temperature of 5 °C, where there
was clot formation and later by means of homogenization was disrupted, so that addition of the

preservatives occurs.

For the production of FDB with clove essential oil, it used 2ul / ml of the commercially obtained
Ferquima® oil dose below that established by the World Health Organization (WHO) as acceptable for
human consumption (maximum 2.5 mg / kg) (Gulgin et al., 2012), so that it does not interfere with
health after consumption. For the FDB with the synthetic preservative potassium sorbate (Synth)

0.003 g / mL was used.

2.2 Microbiological analyzes

Microbiological analyzes were performed at the Animal Health Laboratory at the Center for
Research in Agricultural Sciences (CPCA) belonging to the Institute of Agrarian Sciences (ICA) of the

Federal University of Minas Gerais (UFMG). Two analyzes were carried out for beverage production,
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one in the first week of storage and the other in the second week. In order to comply with current
legislation (Brasil, 2003), lactic acid counts were performed (ISO 7889, 2003), presence of total
coliforms and thermotolerant coliforms (ISO 4831, 2006), absence or presence of Salmonella spp.

(ISO 6785, 2001). All analyzes were performed in triplicate.

2.3 Physico-chemical and calorimetric analyzes

The physico-chemical analyzes were carried out in the Laboratory of Bromatology of the ICA /
UFMG, were carried out in accordance with the Normative Instruction n° 68 of the Ministry of
Agriculture, Livestock, and Supply. The Kjeldahl method was used to analyze the protein content, the
acidity by titratable total acidity (% lactic acid) (Brasil, 2006) and the quantification of fat content was
carried out by the Mojonnier method (AOAC, 1997), at the Laboratory of Technology of Dairy Products

at the Veterinary School of UFMG, Pampulha campus. All analyzes were performed in triplicate.

Calorie quantification of each beverage was analyzed using adiabatic calorimetric pump (IKA
C5000®), using methodology described by Souza et al. (2018), obtaining the result of calories amount

per drinks gram.

2.4 Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) with randomized block design was used for the statistical
analysis at a significance level of 5% (p<0,05) was performed to evaluate the results obtained in
fermented dairy beverages. When there was statistical difference, the Tukey mean test was

performed. The data were tabulated and analyzed in the Rstudio® software.

3 Results and discussion

In the microbiological analyzes it was observed absence of Salmonella spp. and counting of
total and thermotolerant coliforms in all FDB samples, in the different storage weeks and in the four
beverage productions. This result complies with the current legislation, where it aims at the absence of
Salmonella spp. and a maximum number of 100 NMP / mL for total coliforms and 10 NMP / mL for
thermotolerant coliforms (Brasil, 2007). The control in relation to these microorganisms is related to
the concern of sanitary surveillance organs such as Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), in relation to public health and hygienic sanitary control of marketed products (Brasil,
2001).

The same result was found by Andrade et al. (2015) evaluating fermented dairy beverages from
commercial brands and by Saljooghi et al. (2017) who evaluated the microbiological quality of

fermented probiotic drink produced from camel's milk. The hygienic sanitary quality from the
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processing to the storage of the product, and indicate safety because these are pathogenic bacteria

that can cause toxinfection (Andrade et al., 2015).

One of the factors that may explain the absence of these microorganisms is that polyphenols
have a strong antioxidant activity, and may remain even when added to foods, contributing to the
reduction of deterioration, oxidation and bacterial contamination (Carocho et al., 2014). Potassium
sorbate has high antimicrobial activity and is therefore a product widely used in foods to prevent the

growth of pathogenic microorganisms (Dehghan et al., 2018).

The results obtained from the dairy drinks with clove essential oil allowed to conclude this
exerted preservative activity in the beverage, as well as the synthetic preservative (potassium
sorbate), and inhibited the growth of pathogenic bacteria. Some studies report the antimicrobial
activity of clove EO (Cortés-rojas et al., 2014; Hassan et al., 2014; Tajkarimi et al., 2010). According to
Carocho et al. (2014) are called preservatives products with antioxidant potential, antimicrobial and
that prevents the darkening of food. As antimicrobials are intended to control and / or prevent

contamination by microorganisms and to control food deterioration (Tajkarimi et al., 2010).

For the counting of lactic bacteria it was verified that there was no statistical difference (p<0,05)
between the beverages with essential oil and the synthetic preservative (potassium sorbate) and there
was no change in the amount of lactic acid bacteria in the storage period (Table 1). According to the
current legislation, the minimum number of viable lactic bacteria counts is 10¢ UFC/mL during the
entire shelf life (Brasil, 2005), thus, the beverages produced met the microbiological requirements
required for commercialization. These results demonstrate that the use of clove essential oil did not
inhibit the growth of lactic acid bacteria. In this way it can be affirmed that the natural preservative did
not influence the fermentation stage of the product. According to Cortés-Rojas et al. (2014) the
conservation of these microorganisms in the fermented dairy beverage is related to the type of
preservation additive that was used. One could say that clove-based natural preservative preserved

FDB by inhibiting the growth of desired pathogenic microorganisms.

Lactic acid bacteria contribute to pH reduction, texture improvement, increased digestibility and
preservation, improved sensorial profile, thus promoting a better texture and flavor improvement in the
final product, besides contributing to the conservation of foods and possible health benefits (Niel &
Aslim, 2010; Pescuma et al., 2010).
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Table 1. Microbiological analyzes of the different productions of the fermented dairy beverages added with the clove essential oil and the fermented dairy

beverages added with potassium sorbate when evaluated the first and the second week of conservation.

BO - Fermented dairy beverages with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy beverages with potassium sorbate.
Values expressed by mean and standard deviation

PRODUCTION PRODUCTION PRODUCTION PRODUCTION
01 02 03 04
1° week 2° week 1° week 2° week 1° week 2° week 1° week 2° week
BO 2,132+ 0,5 2,202+ 0,3 3,00%2 + 0,46 1,9742+ 0,10 3,1742+ 0,29 4,207 + 0,61 3,37A2+ 1,5 2,67 A2+ 0,99
BSO 2,277+ 0,6 1,9942 + 0,08 2,07%2+ 1,00 1,70 A2+ 0,36 3,462 + 0,45 4,77%2 + 0,51 3,2ha+ 2. 46 2,604a+ (0,53

By the Tukey test in the comparison enters the BO and BSO averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each other (p<0,05).
By the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage production, averages followed by the same lowercase letter in the line did not
differ among each other (p<0,05).
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In the physical-chemical evaluations, it was verified that for both protein and acidity there was
no significant difference (p<0,05) when compared to the beverages with the natural preservative and
the synthetic preservative (Table 2). The same result is seen when comparing the two weeks of
storage of the drinks. According to the current legislation, for products to be considered as fermented
dairy drinks, a minimum of 1,7g of protein / 100g of product must be used. The values found in this
study are within the recommended values (Table 2). For acidity it should be between 0.6 and 2.0%
(Brasil, 2005), thus the values obtained in the present study were in compliance with the current
legislation (Table 2). In a study by Imbachi-narvaez et al (2018) evaluating the effect of cassava starch
modified as a dairy drink prepared with whey obtained acid values between 0.6 and 0.72% w / v of
lactic acid, thus being lower than that found in the present study, the authors correlated this result with
the amount of solids present in the beverages and in the activity of the lactic bacteria that contribute to
the production of lactic acid. Results similar to the present study were found in the work of Andrade et
al. (2015), evaluating different brands of commercially purchased fermented dairy drinks. De Carli et
al. (2015), evaluating milk drinks added with peppermint essential oil, found similar values of protein to
that of the present study.

Low acidity and higher protein levels than those required by legislation in beverages made in
the present study may lead to good acceptability and good nutritional value. The use of whey in the
production of dairy drinks has been gaining space, since it has several functional properties and high
nutritional value with presence of B complex proteins, calcium, minerals, essential amino acids,
among others, and it has a low cost. Another factor attributed to whey is low energy density,
contributing to weight control and having an adequate protein profile with high digestibility proteins
(Baldissera et al., 2011). Acidity adds attributes related to the quality of dairy products, collaborating
for better consumer acceptance (Thamer & Penna, 2006).

When the values obtained in the fat content analysis were evaluated, it was verified that there
was no statistical difference between the drinks and the weeks of storage (Table 2). Thus, the
fermented dairy beverage with the addition of clove and the fermented dairy beverage with potassium
sorbate met the current legislation for partially skimmed milk drink with values of 0.6 to 2.9 g / 100g fat
(Brasil, 2007) similar results were found by Andrade et al. (2015). According to Thamer & Penna
(2006) there is a variation in the amount of fat in the production of fermented dairy drinks that can
range from 0.1% to 10% and that commercially available dairy drinks have low fat values. Consumers
are currently looking for foods with lower fat levels (Andrade et al., 2015), and this factor may

contribute to greater consumer acceptability of the product.
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Table 2. Results obtained in the physical-chemical analyzes of the different productions of fermented dairy beverage added with clove essential oil and

Fermented dairy Storage week Production Protein (g/100g of Acidity (%) Fat content (g/100g of
beverage product) product)
1° 2,06%2+ 0,10 0,842+ 0,02 1,48%"2 + 0,0
20 2,147+ 0,05 0,81%2 + 0,06 2,01% 42+ 0,0
First week 3° 2,247+ 0,05 0,812 + 0,06 1,03% 42+ 0,0
BO 40 2,112+ 0,06 0,85%2 + 0,03 0,93%42+ 0,0
1° 2,272+ 0,02 0,88%2 + 0,03 1,40% 42 + 0,0
Second week 20 2,11%2+ 0,11 0,76A2 £ 0,02 2,16% 42+ 0,0
30 2,217+ 0,12 0,8242 + 0,04 1,23%*2 + 0,0
40 2,10%2+ 0,02 0,83%2+ 0,01 1,06% 42 + 0,0
1° 2,14%2 + 0,06 0,83%2 + 0,01 1,40%2 £ 0,0
20 2,112+ 0,15 0,80%2 + 0,04 2,12%42+ 0,0
First week 3° 2,29%2+ 0,04 0,80%2 + 0,04 1,05%"2 + 0,0
BSO 40 2,10A2+ 0,16 0,85%2 + 0,01 0,90% 42+ 0,0
1° 2,107+ 0,02 0,822 + 0,06 1,41%"2 + 0,0
Second week 2° 2,13%2+ 0,15 0,752+ 0,0 2,20%%2 + 0,0
3° 2,362+ 0,32 0,807+ 0,04 1,16%"2 + 0,0
40 2,227 + 0,08 0,842+ 0,02 0,84% 42+ 0,0

BO - Fermented dairy drink with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy drink with potassium sorbate.

Recommended values in the legislation: protein - 1.7g of protein / 100g of product; acidity - 0.6 to 2.0%; - semi-skimmed milk drink with values from 0,6 to 2,9
g/ 100g fat content.

Values expressed by mean and standard deviation

By the Tukey test in the comparison enters the BO and BSO averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each other (p
<0.05).

By the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage production, averages followed by the same lowercase letter in the line did not

differ among each other (p <0.05).
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When the calorimetry of the formulated beverages was evaluated, it was observed that
there was no significant difference (p <0.05) in the different productions of each beverage
(Table 3), the evaluation by total solids is of great importance to quantify the calories in the
beverage food. According to Grandi & Rossi (2010) in FDB there may be variations in the
amount of energy available and this factor may be associated with the amount of serum used or
other components, thus, the use of clove essential oil does not interfered in the amount of FDB

calories.

Table 3. Results obtained in the calorimetric analyzes of the different productions of the
fermented dairy beverages added with the clove essential oil and the fermented dairy

beverages added with potassium sorbate.

Productions of fermented dairy Values in Keal/ml.

beverages BO BSO
Productions 1 0.744a 0.72ha
Productions 2 0.72ha 0.694a
Productions 3 0.734a 0.714a
Productions 4 0.704a 0.684a

BO - Fermented dairy beverages with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy
beverages with potassium sorbate.

Values expressed by mean and standard deviation

By means of the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage
production, averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each
other and averages followed by the same lowercase letter in the row do not differ from each
other (p <0.05) .

In spite of the similar conservation, physicochemical and calorimetric results found
between the clove essential oil fermented milk beverage and the potassium sorbate drink, it is
found that there is functional potential in the oil drink. Functional foods are those that provide
nutritional sources and health benefits through mechanisms not provided in conventional
nutrition, thus becoming a food allied to health. In the dairy industry there is a high demand for
this type of product and prebiotics are widely used to obtain them (BECKER, 2009; SANTOS et
al., 2011). Thus, the use of a natural preservative with functional potential may be the solution

to reduce the use of synthetic preservatives and meet the industry demand.
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4 Conclusion

The fermented dairy beverage with the addition of clove essential oil presented similar
results in the microbiological, physicochemical and calorimetric analyzes of the results found in
the dairy beverage with synthetic preservative (potassium sorbate), which is then a potential
substitute for the preservative synthetic. In addition, the use of clove essential oil as a natural
preservative may add value to the fermented dairy beverage by having desired biological
activities and may bring to the market a new functional product. In vivo studies are required to

verify the action of this beverage with clove essential oil in the organism.
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4.3 Artigo 3 - Avaliagdo da atividade antioxidante de bebida lactea fermentada com adigcao de

6leo essencial de cravo-da-india in vitro e in vivo

Este artigo foi elaborado conforme as normas da revista Plos one.
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Avaliacéo da atividade antioxidante de bebida lactea fermentada com adicdo de 6leo

essencial de cravo-da-india in vitro e in vivo

Evaluation of the antioxidant activity of fermented dairy beverages with addition of clove

essential oil in vitro and in vivo

Resumo

Objetivou avaliar a atividade antioxidante da bebida lactea fermenta com adicdo de Oleo
essencial de cravo-da-india (BO) in vitro e in vivo. Foram realizadas analises de sequestro de
radicais livres pelo método do DPPH, concentracdo efetiva minima (CEso), avaliou a
composicdo do 6leo por cromatografia gasosa e identificou os compostos por andlise de
headspace. Para analises in vivo utilizou-se 24 camundongos machos da linhagem swiss,
divididos em trés grupos experimentais. Realizou analise histopatolégica do tecido adiposo
visceral, avaliou e quantificou as enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A BO obteve melhores resultados da porcentagem de
sequestro de radicais livres pelo método do DPPH em relagdo a bebida lactea com o
conservante sintético (BSO) e a bebida sem conservantes (BP), esse potencial foi comprovado
na analise de CEso em que a BO necessitou de menor concentragdo para reduzir a 50% o
radical DPPH, do que o hidroxitolueno butilado (BHT). Foi detectado o eugenol (79,4%) como
componente majoritario do 6leo essencial (OE), sendo componente identificado na andlise de
headspace tanto no OE quanto na BO. No histopatoldgico ndo foram identificadas alteragfes
ou sinais de inflamagdes. A area do tecido adiposo foi significativamente inferior (p<0,05) no
grupo alimentado com BO (G3) do que os grupos de animais alimentados com BSO (G2) e o
controle (G1). Na avaliacdo das enzimas envolvidas na atividade antioxidante verificou que o
grupo G3 apresentou menor quantidade das enzimas avaliadas em relacdo aos outros grupos
experimentais. Conclui-se que a bebida lactea com o 6leo essencial de cravo-da-india

apresentou atividade antioxidante in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Sequestro de radicais livres. Tecido adiposo. Syzygium

aromaticum. Swiss.
Introducéo

O dleo essencial (OE) de Syzygium aromaticum apresenta diferentes atividades
biolégicas comprovadas entre elas a atividade antioxidante e antimicrobiana. Possui a

capacidade de conservar os alimentos, podendo ser um potencial substituto a conservantes

sintéticos [1, 2]
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Os antioxidantes em alimentos atuam no retardo de alteracfes oxidativas, fazendo
com que o alimento nédo deteriore ao contato com o ar [3]. In vivo essa acao esta relacionada
com o controle dos niveis de Espécies reativas ao oxigénio (EROs) no organismo por meio de
enzimas endogenas sendo estas: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) como as principais envolvidas e exdgenas que sao aquelas adquiras por
alimento [4, 5]

AlteracBes envolvendo essas enzimas antioxidante, ou a baixa producao junto ao
aumento da producdo de EROs, podem alterar o equilibrio no organismo e ocasionar o
estresse oxidativo [4]. Sendo esta uma consequéncia do desequilibrio entre a producédo de
oxidantes e as enzimas antioxidantes, promovendo o aumento de EROs que sdo consideradas
prejudiciais a salde e esta associada a doencas como cancer, diabetes, aterosclerose, entre
outras [6].

O presente estudo objetivou avaliar a atividade antioxidante de bebida lactea
fermentada com adi¢é@o de cravo-da-india utilizando métodos in vitro e in vivo.

Materiais e métodos

Producdo das bebidas lacteas fermentadas

As bebidas lacteas fermentadas (BLF) foram produzidas no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos (Instituto de Ciéncias Agréarias (ICA) na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), atendendo a legislacéo vigente [7].

Para a producéo da bebida lactea fermentada com o conservante sintético foi
adicionado 0,003 g / mL de sorbato de potassio e para a bebida lactea fermentada com cravo-

da-india foi adicionado 2 pl / ml do 6leo essencial (OE).

Caracterizacdo das bebidas lacteas elaboradas

Foram realizadas andlises microbiolégicas de contagem de bactérias lacticas,
presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes, auséncia ou presenca de
Salmonella sp. visando atender a legislacéo [8].

Para as avaliacdes fisico-quimicas foram realizadas as andlises de quantificacdo
de matéria gorda lactea realizada pelo método de Mojonnier [9], analises de teores de proteina
pelo método Kjeldahl e acidez pelo método da acidez total titulavel (% acido latico), conforme a
Instrucdo Normativa n. 68 do Ministério da Agricultura e Abastecimento — MAPA [10]. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata e semanalmente, depois de concluidas foram liberadas

para o consumo dos animais.
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Para obter a dieta isocal6rica dos animais foram realizadas andlises calorimétrica,
de acordo com metodologia descrita por Souza et al., (2018) [11], obtendo resultado de calorias
por grama de bebida.

As bebidas elaboradas apresentaram-se dentro dos padrbes estabelecidos pelas
legisla¢des vigentes, obtendo resultado de 0,70 a 0,74 Kcal/mL para bebida lactea fermentada
com adicdo de 6leo essencial de cravo-da-india e 0,68 a 0,72 Kcal/mL para bebida lactea
fermentada com sorbato de potassio. A obtencéo da composi¢cdo quimica do 6leo essencial de
cravo-da-india foi realizada por cromatografia gasosa, em estudo prévio realizado por Farias et
al. (2019), onde foi encontrado o eugenol (79,4%) como componente majoritario e em menores
proporcdes o (E)-cariofileno, humuleno, Oxido de cariofileno e &-cadineno respectivamente
[12].

Anélise de headspace

Para a realizagdo da analise de headspace foi utilizado a metodologia de Aguiar et
al. (2014) [16]. Foi adicionado 1 mL das bebidas em frascos de headspace, posteriormente
estes frascos foram colocados em amostrador automatico (HS combi-PAL) para a devida
homogeneizacao (500 rpm), logo apés os mesmos foram incubados a 75°C por cinco minutos,
onde as substancias volateis foram extraidas por headspace estético. Para o aquecimento da
seringa foi utilizada a temperatura de 75°C e o volume de inje¢do de 1000 uL

A identificacdo das substancias volateis ocorreu por meio do Agilent Technologies
(7890A) acoplado ao espectrdmetro de massas (MS 5975C), foi utilizado temperatura de foi de
60 °C a 240 °C, com um incremento de 3 °C-min-1. Todo o procedimento foi operado no modo
scan (monitoramento) com impacto eletrénico a 70 eV, em uma faixa de 45 a 550 (m/z).

Os dados obtidos foram analisados pelo software MSD Chemstation e com a biblioteca

da National Institute of Standards and Technology [17].

Otimizacdo do método de analise da antioxidante com DPPH para bebida lactea
fermentada

As andlises de atividade antioxidante foram realizadas utilizando o método de
sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil, Sigma-Aldrich), em metodologia
adaptada de Najgebauer-Lejko et al. (2011) [13]. Para as anélises foram utilizadas trés tipos de
BLF (com O6leo essencial de cravo-da-india (BO), sorbato de potassio (BSO) e sem
conservantes (BP).

As bebidas foram diluidas em metanol na propor¢édo de 1:0,5 posteriormente
aliquotas de 0,1 mL desta diluicdo foram transferidos para tubos conicos transparentes de
propileno devidamente identificados. Logo apés, foram adicionados 3,9 mL do reagente DPPH

e colocados em sala escura por 30 minutos. Apdés este periodo as amostras foram
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centrifugadas (Centribio) a 4000 rpm por 10 minutos. O consumo de sequestro do radical
DPPH foi mensurado por meio do sobrenadante utilizando espectrofotdmetro (Micronal B-582),
com comprimento de onda de 515 nm. Solu¢des contendo 3,9mL de DPPH (0,277g/mL) e 100
pl de metanol foram utilizados como controle negativo. Utilizou-se o metanol como branco.
Para a porcentagem de sequestro de radicais livres (SRL), foi utilizada a seguinte equacgéo de
[14].

%SRL= ((Abs. controle negativo — Abs. da mistura reacionaria) / Abs. controle negativo) x 100

Onde:
SRL: sequestro de radicais livres.
Abs. controle negativo: absorbancia da solu¢éo de DPPH

Abs. da mistura reacionéria: absorbancia da reagdo DPPH com 0,1mL das amostras

Para determinar os valores de CEso, que consiste na concentracdo minima
necessaria para que a BLF reduza a 50% o radical DPPH. Para formular a curva de reducéo
foram escolhidas as concentragées de 0,05, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 e 1,25 yL/mL de BO. Foi
utilizado o hidroxitolueno butilado (BHT) como controle positivo, utilizado nas concentragfes de
0,000125, 0,00025, 0,0005, 0,001 e 0,002 g/mL. Para verificar o potencial antioxidante das
amostras foi utilizada a férmula proposta por [15]. Que classifica como: baixa atividade
antioxidante (AAl < 0,5), moderada (0,5 < AAI < 1,0), forte (1,0 < AAI < 2,0) e muito forte (AAI >
2,0)

AAl = CDPPH
CEso

Amostra experimental in vivo

A pesquisa foi aprovada sob o niumero de protocolo 231/2017 pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal de Minas Gerais - CEUA / UFMG e
por Comité de Etica em Experimentagdo e Bem-Estar Animal da Universidade Estadual de
Montes Claros - Unimontes, sob processo nimero 149 / 2017.

Para obter o nimero de animais por grupo, foi realizado o calculo: n =1 + [2C * (s
/d) 2]. C = (za + zB) 2, C é dependente dos valores escolhidos para o poder ou a forca do teste
e do nivel de significancia, za em nivel de significancia a 5%, sendo este igual & 1,96. z3, é o
poder estatistico do teste, na area da saude utiliza-se 90%, sendo igual a 1.282 [18, 19]. C=
(1,96 + 1,282)2. C = 10,51, s é o coeficiente de variacdo, e d é a diferenca esperada entre os

grupos, para obter p <0,05. Considerando um desvio maximo de 28%, ja que o figado é o
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6rgdo com maior variabilidade bioldgica e uma diferenca esperada entre os grupos de 50%,
substituindo estes valores da formula: n = 1 + [2x10,51 * (0,28 / 0,50) 2], o n € igual a 7,59.
Ap6s arredondamento do valor obtido temos um total de oito animais por grupo experimental.

Sendo assim, utilizou-se 24 camundongos machos da linhagem Swiss com quatro
semanas de idade. O estudo foi realizado no Biotério do Centro de Experimentagdo Animal da
Universidade Estadual de Montes Claros — Unimontes.

Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato com tampa de ferro e
diviséria para o comedouro e bebedouro, com capacidade maxima para dez animais, todas as
gaiolas foram devidamente identificados por meio de etiquetas e os animais foram identificados
com solucéo violeta de genciana 1%.

Para iniciar o periodo experimental os animais tiveram um periodo de adaptacao
por sete dias, sendo fornecida a ra¢do comercial labina® contendo 23,3% de proteina, 2,6% de

lipidios, 55,6% de carboidratos e 4,0 kcal / g de energia total e 4gua ad libitum.

Andlise da atividade antioxidante in vivo

Apés as quatro semanas de vida, os animais foram divididos de forma aleatéria
em trés grupos apos o periodo de adaptagdo, utilizando o delineamento inteiramente
casualizado, utilizando o peso como parametro de divisdo para obter amostras homogéneas
entre os grupos. A divisdo ocorreu de acordo com a alimentacdo oferecida, sendo: grupo
controle (G1), alimentados apenas com a racgdo, grupo dois (G2) com fornecimento de racéo
mais 2 mL de bebida lactea fermentada com conservante sintético (sorbato de potassio) e o
grupo trés (G3) que receberam ragéo e 2mL da bebida lactea fermentada com adicdo de dleo
essencial de cravo-da-india.

A dieta fornecida foi isocal6rica, ou seja, cada grupo recebeu de forma restrita a
racdo para que todos os animais do experimento recebessem a mesma quantidade de Kcal por
dia. Sendo assim, as dietas foram ajustadas semanalmente de acordo com o peso médio dos
animais pertencentes a cada grupo. Os animais foram pesados semanalmente.

Os animais pertencentes ao grupo G2 receberam 2 mL e BSO e os animais do
grupo G3 receberam 2 mL de BO, por meio de gavagem ofertadas diariamente durante um
periodo de 30 dias.

A iluminacdo foi controlada por um timer de doze horas escuro/claro, com
temperatura ambiente de 22°C controlado por ar condicionado e exaustores de ar, a umidade
relativa do ar foi ajustada para 45-65%, estas condi¢des ambientais ocorreram durante todo o
periodo experimental [20, 21]. O manejo higiénico sanitério foi realizado diariamente,

realizando a higienizacdo dos bebedouros, gaiolas e troca das camas a base de maravalha.
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Os animais foram eutanasiados ap0s periodo de 12 horas de jejum. O tecido
adiposo visceral coletado foi dividido e armazenados em tubos eppendorfs distintos para

posterior andlises de PCR em tempo real (QRT-PCR) e analises histolégicas.

Anélise histopatoldgica do tecido adiposo visceral

Para a realizacdo da analise histopatoldgica do tecido adiposo visceral, 0 mesmo
foi imerso em formol a 10%. Posteriormente foi realizada a desidratacdo do tecido em uma
série alcodlica crescente (70%, 80%, 90%, absoluto), em seguida as amostras foram colocadas
em xilol e impregnagdo em parafina e as l[aminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
[22]. Foram utilizados cinco campos diferentes em cada lamina contendo 100 adipdcitos para
avaliacdo e as imagens de cada animal foram capturadas. Foi utilizado o microscépio Olympus
FSX 100 e o software Image Pro-Plus (Media Cybernetics, EUA). Para calcular a area média de
adipécitos (um?) utilizou-se o software Image J (Instituto Nacional de Saulde, Bethesda,
Maryland, EUA) [23].

Avaliagéo da atividade de enzimas antioxidantes no tecido adiposo visceral

Para a analise da atividade das enzimas antioxidantes foram avaliadas as enzimas
Catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). Foram retiradas 100 mg das amostras do

tecido adiposo visceral separadamente para fazer o homogenato de cada anélise.

Para determinar a atividade da catalase utilizou-se a metodologia descrita por [24],
utilizando os tempos de leitura de 0, 20, 40,60 e 90 segundos em um comprimento de onda de
340 nm. Para a atividade da superédxido dismutase, utilizou-se metodologia semelhante a
descrita por [25] utilizando os tempos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos para leitura, em um
comprimento de onda de 420 nm, foi utilizado o espectrofotbmetro Amersham bioscience
ultrospec 1100 pro, os resultados foram expressos como atividade enzimética por mg de

proteina. Os valores obtidos foram de acordo com a formula:

Enzima antioxidante (U/mg de proteina) = Soma dos resultados obtidos ((Abs final.— Abs. inicial) / 2) x V.

Onde:
Abs. final: Resultado da dltima leitura de absorbancia da solucao.
Abs. inicial: Resultado da primeira leitura de absorbéncia da solucéo.

V: volume da amostra (mL).
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Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa em tempo real
(qRT-PCR)

A extragdo de RNA do tecido adiposo visceral foi realizada através da
homogeneizacao do tecido em Trizol, conforme especificacdo do fabricante. A quantificagdo do
RNA das amostras e a pureza foram realizadas em NanoDrop (Thermo Scientific®). Apos a
quantificacdo das amostras, as mesmas foram tratadas com Dnase, e transcritas reversamente
com moloney murine leukemia virus reverse (M-MLV RT) (Ludwig Biotec®) e OligodT.

O cDNA obtido foi utilizado para a execucdo do gqRT-PCR. O gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como primer endégeno para normalizar a
expressdo do gene de RNAm. As reacdes foram feitas utilizando o Master Mix do SYBR Green
na PlusOne platform (Applied Biosystems™ QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System®)
[26].

Os primers utilizados para quantificar as enzimas antioxidantes foram: Superéxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) (Tabela 1). As expressdes
foram mensuradas pelo método de comparacao relativa por CT, usando a equacdo 2—-AACT
[27].

Tabela 1 - Sequéncia de primers oligonucleotidicos especificos usados no gRT-PCR.

Genes | Sequéncia primers Referéncias
GAPDH | F: 5 AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC 3’ | [28]

R: 5 CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG ¥
SOD1 F:5 CATTCCATCATTGGCCGT 3’ [29]
R: 5" TCAGACCACACAGGGAAT ¥
CAT F:5 TGAGAAGCCTAAGAACGCAATTC 3’ [29]
R: 5 CCCTTCGCAGCCATGTG 3’
GPx-1 | F:5TTACATTGTTTGAGAAGTGCGA 3’ [29]
R: 5 CAAAGTTCCAGGCAATGTC 3’

Andlise estatistica

Foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA) one-way, submetidos a
testes especificos com confianga estatistica de 95% (p <0,05). A significancia estatistica das
diferencas nos valores médios entre os grupos de camundongos foi avaliada pelo teste Tukey.
Os resultados das analises de avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes no tecido
adiposo visceral e o diametro dos adipécitos foram submetidos ao teste de comparagéo
multipla bonferroni para avaliar a significancia estatistica das diferencas. Todas as analises

utilizaram o programa GraphPad Prism (versdo 7.0 ©, San Diego, Califérnia, EUA). Para os
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valores obtidos no CEso utilizou-se Microsoft® Office Excel, para a realizacdo da analise de

regressao.

Resultados

A analise da composicao quimica do 6leo essencial de cravo-da-india mostrou que
0 componente majoritario € o eugenol (79,4%), e em menores concentracdes o (E)-Cariofileno,
Humuleno, Oxido de cariofileno e 5-Cadineno respectivamente [12].

Nas andlises de headspace nado foram detectados e identificados compostos que
poderiam apresentar atividade antioxidante nas amostras de BP e BSO (Fig. 1)

As amostras de BO (Fig. 1A) apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados no 6leo puro (Fig. 1B), sendo que foram identificados os compostos Eugenol,
Cariofileno e a-humuleno em ambas as amostras. Sendo assim, é possivel notar que nédo
houve alteracdo da composicdo do 6leo, mesmo apds ser adicionada a matriz lactea. Os
resultados obtidos nas andlises de headspace sdo semelhantes ao encontrado na analise da
composicao quimica do OE, onde se observa maior pico de abundancia do eugenol e a
identificacdo dos compostos Cariofileno e a-humuleno nas amostras.
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Figura 1. Resultados da analise de headspace da bebida lactea fermentada com 6leo essencial de cravo-da-india (A) e do 6leo essencial de

bbundance

50

80

70

IR

A0

40

a0

20

cravo-da-india puro (B).

A P

Eugenol

Cariofileno

67



Abundance)

68

304

804

704

IR

A0

404

304

204

Eugenol

68

Cariofileno




279
280
281
282
283
284
285
286

69

A bebida lactea contendo o OE de cravo-da-india apresentou atividade
antioxidante superior a BSO e BP (p<0,05) com capacidade de sequestro de radicais livres com
valores superiores a 80% (Tabela 2).

A atividade antioxidante observada nas bebidas manteve-se inalteradas durante o
periodo de estocagem por 14 dias (p>0,05).

Ao avaliar os resultados obtidos, nota-se que BO, obteve maior porcentagem de
sequestro de radicais livres pelo método do DPPH. Estes resultados indicam maior capacidade

da BO em seqiestrar os radicais livres em relacéo a BSO e a BP.
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287  Tabela 2. Resultados obtidos nas andlises antioxidantes pelo método do DPPH das bebidas lacteas fermentadas.

288

PRODUCAO PRODUCAO PRODUCAO PRODUCAO
01 02 03 04

1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem.

BO 92,0%72+5,11 86,6%"2+7,59 93,4%"2+ 4,37 90,3%"2 + 3,87 913%"2+191 82,7%"*+3,30 92,242+11 86.5%+3,8

BSO 44,8%B2+ 12,09 12,7%**+1,63 37,14% “2+13,6 5,72%5B°+2,02 451%°@+14,6 560%B +4,74 42,382+45 8098+ 46

BP 42,3%52+ 1,71  8,75%" + 1,31 52,5%P"2 + 3,47 4,86%°B° + 0,07 61,1%52+11,38 15,1%"B°+5,44 52,082+9,4 10,48 16,0

BO - Bebida lactea fermentada com adi¢éo de 6leo essencial de cravo da india; BSO - Bebida lactea fermentada com sorbato de potassio; BP- Bebida lactea

fermentada sem conservante.
Valores expressos por bebida lactea fermentada como média e desvio padréo.
Pelo teste Tukey a 5% de significAncia, médias seguidas por mesma letra mailscula na mesma coluna na linha nao se diferem.
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Quando avaliado a capacidade da BO em reduzir a 50% o radical DPPH,
utilizando uma concentracdo minima, verificamos que a concentragdo de 0,25 pL/mL obteve
valor de 58,64% SRL na amostra (Tabela 3). Em relagdo ao BHT utilizando a concentracéo de
2 pg/mL, sendo esta proporcional a adicdo do OE na bebida, observou-se que n&o houve
sequestro de radicais livres. Além desta concentracdo foram testadas as concentracfes de
0,02 g de BHT/100 mL de metanol) e 0,0002 g/ mL, que assim como a anterior ndo obteve
sequestro de radicais livres. Somente na concentracdo de 0,002 g/mL que o controle positivo

BHT apresentou sequestro de radicais livres (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da relacdo entre a concentracdo dos antioxidantes em estudo com

a porcentagem do sequestro de radicais livres

Amostras Concentragéo %SRL
BO 1,25 pL/mL 86,98030635
BO 1 pL/mL 80,96280088
BO 0,75 pL/mL 76,80525164
BO 0,5 pL/mL 66,84901532
BO 0,25 pL/mL 58,64332604
BO 0,05 pL/mL 35,2297593
BHT 0,002 g/mL 85,33916849
BHT 0,0005 g/mL 71,5536105
BHT 0,00025 g/mL 57,9868709
BHT 0,000125 g/mL 40,15317287

BO: Bebida lactea fermentada com adicdo de Oleo essencial de cravo da india; BHT:

Hidroxitolueno butilado; %SRL: porcentagem de sequestro de radicais livres.

Quando analisado a CEso obteve-se valores de 0,1831 para BO e 179,0 para BHT
(Fig. 2). Devido a estes resultados, torna-se inaplicavel a férmula proposta por Scherer &

Godoy (2009) [15], pois os valores obtidos foram discrepantes.
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Figura 2. Resultados da analise de regressdo da relacdo do consumo de DPPH com a

concentracdo das amostras e CEspobtida.
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Concentracdo da BO

Nas andlises in vivo foi possivel verificar reducdo no tamanho da area média de

adipécitos (um?) entre os grupos que receberam as bebidas lacteas fermentadas (G2 e G3) em

relagdo ao grupo controle (G1) que teve o fornecimento apenas de ragdo e agua ad libitum,

(p<0,05) sendo que o G3 apresentou adipécitos com menor area em relagdo ao G2 (Fig. 3).
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Figura 3. Avaliacdo da area dos adipécitos no tecido adiposo visceral, de camundongos

apos aingestdo das dietas avaliadas
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Fonte: Dos autores, (2019).

G1 - Controle: dieta com apenas ragdo; G2 - grupo isocalérico ao G1: dieta: racdo + bebida
lactea fermentada com conservante sintético (sorbato de potassio); G3 - grupo isocalérico ao
G1: dieta: racdo + bebida lactea fermentada com 6leo essencial de cravo da india. Os valores
foram considerados significativos para * p<0.05.

Na avaliagdo das laminas histologicas néo foi observada alteragcdo nos tecidos dos

animais (Fig. 4).
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352  Figura 4. Avaliacéo histopatolégica do tecido adiposo visceral de camundongos machos
353 swiss de acordo com as diferentes dietas ofertadas.

354

355
356 Fonte: Dos autores, (2019).

357 G1 - Controle: dieta com apenas racdo; G2 - grupo isocalérico ao G1: dieta: racdo + bebida
358 lactea fermentada com conservante sintético (sorbato de potassio); G3 - grupo isocalérico ao
359  G1:dieta: racé@o + bebida lactea fermentada com dleo essencial de cravo da india.

360

361

362 A atividade de enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido dismutase
363 (SOD) no tecido adiposo (Fig. 5), foi semelhante entre os grupos (p>0,05).
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Figura 5. Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidante em tecido adiposo visceral de

camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta elaborada.
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Fonte: Dos autores, (2019).

Control (G1): dieta com apenas racao; BSO (G2) - grupo isocaldrico ao G1: dieta: ragdo +
bebida lactea fermentada com conservante sintético (sorbato de potassio); BO (G3) - grupo
isocalérico ao G1: dieta: racdo + bebida lactea fermentada com 6leo essencial de cravo da

india.

Ao quantificar as enzimas antioxidantes presentes por meio de analise qRT-PCR,
verificou-se que as enzimas Glutationa Peroxidas (GPx1) e Catalase (CAT) apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05) do G2 em relacdo aos grupos G1 e G3, sendo que estes ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05) (Figura 6).

Para Superdxido dismutase (SOD) o grupo G2 demonstrou maior expressao
(p<0,05) em relacdo aos grupos G1 e G3, sendo que estes grupos apresentaram diferenca

estatistica (p<0,05) entre si (Fig. 6).
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Figura 6. Quantificacdo da expressdao de mRNA das enzimas antioxidantes em tecido

adiposo visceral de camundongos machos swiss
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Fonte: Dos autores, (2019).
G1 - Controle: dieta com apenas racdo; G2 - grupo isocalérico ao G1: dieta: racdo + bebida
lactea fermentada com conservante sintético (sorbato de potassio); G3 - grupo isocalérico ao

G1: dieta: ragdo + bebida lactea fermentada com 6leo essencial de cravo da india.

Discusséo

A bebida lactea fermentada acrescida de Oleo essencial de cravo-da-india
apresentou maior potencial antioxidante in vitro em relacdo as bebidas |lacteas com sorbato de
potassio e sem conservante. Além disso, apresentou menor expressdo das enzimas
antioxidantes e menor tamanho dos adipdcitos nas analises in vivo.

Pesquisas apontam o eugenol como componente majoritario do 6leo essencial de
cravo-da-india [1, 30, 31], resultado este encontrado também no presente estudo. O eugenol
esta correlacionado as atividades biolégicas do 6leo, sendo considerado um dos principais
responsaveis pela atividade antioxidade presente na espécie Syzygium aromaticum [1, 30, 32,
31].

A andlise de headspace verificou a presenca do eugenol no OE e na BO néo
alterando a composicao do 6leo mesmo apos a adigdo na matéria organica presente na matriz
alimentar. Estudos indicam que este composto é encontrado em maior quantidade no OE de
cravo-da-india [1, 30, 32, 31]. Devido a escassez de trabalhos utilizando este 6leo essencial em
bebida lactea fermentada, mostra-se a necessidade de novas andlises para melhor
entendimento do comportamento do 6leo em matriz lactea.

A BO apresentou maior porcentagem de SRL do que BP e BSO, porém nota-se
gue essas bebidas apresentaram também potencial antioxidante. Os antioxidantes sédo

importantes para combater o estresse oxidativo que podem causar diferentes danos a salde
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[1]. Em trabalho realizado por Gilgin (2011) [30], avaliando a atividade antioxidante do cravo-
da-india em diferentes métodos, verificou o 6leo possui atividade antioxidante e mostrou que o
mesmo pode ser utilizado para prevenir a oxidagdo lipidica, pode manter a qualidade
nutricional dos alimentos e prolongar a vida de prateleira.

A atividade antioxidante presente nas bebidas com o conservante sintético e a
bebida sem conservante, podem ter ocorrido devido a utilizacdo do soro para a producdo da
bebida. [33], citam que uma das funcionalidades do soro do leite é sua atividade antioxidante.
Essa atividade pode estar associada as proteinas encontradas no soro do leite como a caseina
e a albumina [34].

Ao otimizar a técnica de analise antioxidante pelo método do DPPH descrita por
[13], foi possivel reduzir o volume de metanol utilizado e o tempo reacional, mostrando-se um
método mais econdmico e rdpido para realizar. Os resultados obtidos na andlise de CEso
indicam que BO apresentou melhor resultado em relacéo ao composto sintético BHT.

Avaliando a atividade antioxidante do 6leo de cravo em comparagdo com outros
antioxidantes utilizando o método do DPPH, verificaram em estudo que o 6leo obteve resultado
superior ao BHT, alfatocoferol, hidroxianisol butilado e trolox. Neste mesmo trabalho notou-se
maior eficiéncia e melhores resultados de atividade antioxidante do 6leo essencial de cravo
comparado aos compostos citados anteriormente. Com isso, pode-se dizer que a utilizacdo do
Oleo essencial do cravo-da-india aumentou consideravelmente o potencial antioxidante da
bebida no presente trabalho [30].

Diante dos resultados obtidos, pode-se dizer que ¢é necesséria menor
concentracao do 6leo essencial de Syzygium aromaticum para reduzir a 50% o radical DPPH
em relagdo a concentracdo necessaria para obter este resultado utilizando o BHT. Com isso a
bebida lactea fermentada com cravo-da-india apresentou melhor resultado do que o composto
sintético BHT comumente utilizado na industria ao avaliar os resultados obtidos na anélise de
CEso.

Os polifenéis possuem a capacidade de captar oxigénio, doar hidrogénio e atuam
como agentes redutores, 0 eugenol possui a capacidade de permitir que ocorra doacdo de um
atomo de hidrogénio, fazendo com que o radical fenoxil fique estabilizado, consequentemente
sdo formados compostos estaveis que tem como beneficio a capacidade de ndo propagar ou
iniciar a oxidacéo [1].

Os resultados obtidos na avaliagdo da area dos adipOcitos demonstram que o
grupo G3 que recebia a dieta da BLF com Syzygium aromaticum apresentou menor area dos
adipdcitos em relacdo aos animais do grupo G1 e G2. Em trabalho realizado por [35]
fornecendo a suplementacdo de extrato de Syzygium aromaticum a camundongos obesos,
verificou que o extrato possui a capacidade de exercer efeito anti-obesidade, pois este reduz o
peso corporal dos animais. O Syzygium aromaticum regula uma via genes relacionados ao
metabolismo lipidico em tecido adiposo branco e no figado, resultando na redug¢édo do acumulo

de lipidios, contribuindo para a regulacdo do peso corporal e inibiu 0 aumento de tecido
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adiposo branco em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Podendo estes fatores
contribuir para o resultado de menor area de adipécito, pois de acordo com o0s autores a
suplementagdo com o extrato de Syzygium aromaticum reduziu a adipogénese, provocando a
perda e reduzindo o acimulo de lipidios [35].

De acordo com Lay et al.(2014)[6] o estresse oxidativo causa distlrbios
metabdlicos, sendo estes a resisténcia a insulina, esteatose hepatica, hiperlipidemia e aumento
do tamanho dos adipdcitos. Sendo que, o aumento do tamanho dos adipécitos, pode esta
relacionado com o armazenamento de EROs. De acordo com os resultados obtidos no
presente estudo o grupo G3, que apresentou menor area do tamanho dos adip6citos, pode ser
0 grupo com menores niveis de estresse oxidativo.

N&o houve alteragBes no tecido adiposo visceral nas andlises histolégicas. De
acordo com [36] esta concentracdo ndo provoca efeitos tdxicos, sendo assim ndo apresenta
alteracdes histopatologicas. Os adipécitos desempenham papel importante no organismo,
estdo envolvidas na homeostase, na regulagdo de energia e possuem atividade enddcrina, que
quando nao funcionam perfeitamente podem provocar sindrome metabdlica [37, 38]. Quando
ocorre elevada ingestdo de nutrientes, pode provocar na expansdao dos adipécito, essa
alteracdo na conformacdo e no aumento da quantidade de tecido adiposo presente no
organismo, somada a estresses celulares, podem contribuir para 0 aumento de células
inflamatérias e provocar inflamacdes, disfungdes metabdlicas e estresse endoplasmético.
Essas complicacfes estdo associadas a resisténcia a insulina, obesidade e ao estresse
oxidativo [6].

O estresse oxidativo pode ser avaliado pelos niveis de enzimas antioxidantes, que
sédo produzidas no organismo com funcdo de evitar danos causados pelos radicais livres. As
enzimas antioxidantes tém como fungéo eliminar as espécies reativas ao oxigénio (EROs) [6].
Os animais pertencentes ao grupo G2 e G3 foram submetidos a gavagem diariamente,
podendo este fator ocasionar estresse dos animais e consequentemente provocarem estresse
oxidativo.

As enzimas antioxidantes CAT e SOD apresentaram concentracdes semelhantes
no tecido adiposo visceral dos grupos G1, G2 e G3. A CAT é responsavel pela conversao das
moléculas de H202 que sao produzidas quando ocorre estresse em agua e oxigénio, diminuindo
os impactos do estresse, protegendo as células de possiveis danos causados pelo estresse
oxidativo [6, 39]. A SOD tem a capacidade de converter radicais superoxido em H20:2
protegendo as células dos danos causados pelo estresse oxidativo [40]. Sendo assim, quando
ocorre producdo da enzima SOD, espera-se que tenha a producdo da CAT, para que ocorra a
conversdo e neutralizacdo das espécies reativas em agua e oxigénio [39].

As enzimas GPx1, CAT, SOD do presente estudo, apresentou maior expresséo de
mMRNA no grupo de G2 do que nos outros grupos experimentais, sendo que o grupo G3 foi o
que obteve menor concentracdo (p<0,05) de SOD e resultado semelhante (p>0,05) ao grupo
controle (G1) quanto a GPxe CAT.
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O sistema de defesa antioxidante fica ativo em células de gordura, onde pode
ocorrer concentracdo dessas enzimas e limitacdo da biodisponibilidade [6]. Podendo este fator
contribuir para os niveis superiores de SOD e CAT nos grupos G1 e G2 em relagdo ao G3.
Outro fator € que estas duas enzimas s@o a primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo [41], sendo este fator uma das possiveis causas do aumento dos niveis de SOD e
CAT nestes grupos experimentais.

O grupo G3 apresentou menor expressdo das enzimas antioxidantes, este fato
pode estar relacionado com a ingestdo da BO, pois pode ter ocorrido reducdo das EROs,
diminuindo a necessidade do aumento da producdo das enzimas antioxidantes, tornando os
niveis obtidos préximo ao do grupo G1 ou menor. Estudos comprovam que compostos
fendlicos possuem a capacidade de aumentar a eficiéncia das enzimas antioxidante, sendo um
forte candidato em prevenir e/ou tratar doencas [42, 43, 44]. E os polifendis possuem a
capacidade de reduzir os niveis de EROs e podem alterar a massa do tecido adiposo, fazendo
isso por diferentes vias metabdlicas [6].

Essa acdo por diferentes vias metabdlicas podem explicar a diferengca dos
resultados obtidos quando avaliado o transcrito na analise de RT-PCR e da proteina obtida na
andlise das enzimas SOD e CAT. Pois, parece ocorrer um mecanismo de regulacdo pds-
transducional que deve ser investigado por meio de outras analises.

Assim como no presente estudo onde o grupo G3, pode ter sofrido estresse
devido a gavagem obteve menor express@o das enzimas antioxidantes estudadas, podendo
estar relacionado a atividade antioxidante da BO comprovada por andlises in vitro no presente
estudo.

Conclusao

Conclui-se que a bebida lactea com o 6leo essencial de cravo-da-india apresentou elevada
atividade antioxidante in vitro e os compostos antioxidantes presentes no 6leo foram
observados também na bebida lactea fermentada produzida.

A bebida com o 6leo essencial de cravo-da-india foi capaz de reduzir o tamanho da &rea dos
adipdcitos e potencializar as enzimas antioxidantes envolvidas no estresse oxidativo. Diante
do potencial antioxidante desta bebida lactea formulada existe a possibilidade da capacidade
funcional desta bebida, gerando assim um novo produto com conservante natural e com

potencial funcional ao mercado.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse trabalho apresenta resultados novos e inovadores, devido a escassez de estudos
utilizando bebida lactea fermentada com adicdo de 6leo essencial de cravo-da-india. As
andlises in silico demonstrou as vias e a atuagdo 6leo essencial em estudo no organismo a
nivel molecular. Nas analises in vitro foram verificados parametros exigidos na legislacdo como
analises microbiolégicas, fisico-quimicas e calorimétricas. Além disso, verificou-se o potencial
antioxidante da bebida lactea fermentada acrescida de éleo essencial de Syzygium aromaticum
(2 ul/ml) in vitro e in vivo, comprovando o potencial antioxidante do 6éleo na matriz lactea
durante o periodo de estocagem (14 dias) por meio do método do DPPH e a identificacdo dos
compostos majoritarios existentes no dleo essencial por meio da analise de headspace. Nas
andlises in vivo avaliando as enzimas antioxidantes envolvidas no processo de defesa
oxidante, verificou-se reducéo da expressdo dessas enzimas no grupo experimental alimentado
da bebida com 6éleo em relacdo aos outros grupos experimentais, potendo este fator esta
associado a ingestdo da bebida, funcionando como um antioxidante exdgeno. Outro fator
evidenciado foi a redugdo do tamanho da area dos adipécitos, podendo ser este um dos fatores
de funcionalidade da bebida, além do potencial antioxidante aqui comprovado.

Portanto, concluimos que o Syzygium aromaticum possui acdo molecular para prevenir
os danos causados pelo estresse oxidativo, podendo ser uma alternativa sustentavel para a
terapia natural. Além de ser um potencial substituto ao conservante sintético sorbato de
potéssio e apresenta atividade antioxidante comprovada, podendo ser um alimento funcional. A
bebida formulada no presente estudo pode ser considerada segura, utilizando a concentracdo
de Syzygium aromaticum descrita.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a funcionalidade da bebida elaborada e

possivel acdo na prevencdo da obesidade.
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APENDICE A — Ficha de Identificac&o para as gaiolas dos Grupos de Animais do Experimento

Titulo do Projeto: Metabolismo de camundongos alimentados com bebida lactea fermentada

adicionada com 6leo essencial de Syzygium aromaticum

IDENTIFICACAO DO GRUPO: IDENTIFICACAO DO ANIMAL POR
MARCACAO
DATA DE NASCIMENTO: / : Cauda

DATA DE INICIO DO EXPERIMENTO:
QUANTIDADE DE ANIMAIS: 8
SEXO: Macho

Swiss

DISCENTES RESPONSAVEIS:

Stephanie Pedrosa e Keicy Sandy

CONTATO: (31) 99197-7984 / (38) 9 84043233

1
2
3
4
ESPECIE/LINHAGEM:  Camundongos Machos 9:
6
7
8
9

: Membro toracico esquerdo
: Membro toracico direito

: Regido dorsal toracica

Membro pélvico esquerdo

: Membro pélvico direito
: Cabeca
: Regiéo dorsal abdominal

: sem marcagéo
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APENDICE B - Ficha de controle do peso individual dos animais de cada grupo por semana

IDENTIFICACAO DO GRUPO:

DATA: / /

Identificacdo do
animal por

marcagao

Peso

(<))

Peso (g9)

Peso (g)

Peso (g9)

Peso (g9)

Peso (g9)

Peso (g9)

1: Cauda

2: Membro

toracico esquerdo

3: Membro

toracico direito

4. Regido dorsal

toracica

5: Membro

pélvico esquerdo

6: Membro

pélvico direito

7: Cabeca

8: Regido dorsal

abdominal
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APENDICE C - Ficha de controle da quantidade de ragdo consumida pelos animais por

semana

IDENTIFICACAO DO GRUPO:

DATA: |/ / a /

Peso

/ inicial (g)

Peso

final (9)

Racéao
Consumida

(¢))

~ ~ ~ ~] -] ~| ~
~ ~ ~ ~] -] ~| ~

Total racdo consumida (Q)

Média de consumo diério do grupo (g)

Média de consumo diério/animal (g)
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APENDICE D - Ficha de controle da quantidade de agua consumida pelos animais por semana

IDENTIFICACAO DO GRUPO:

DATA: / / a

Volume

/ / inicial (mL)

Volume final
(mL)

Volume
Consumido
(mL)

~ ~ -~ -V - ~| -
~ ~ ~ -~ -~ ~| -~

Total de agua Consumida (mL)

Média de consumo diario do grupo (mL)

Média de consumo diario/animal (mL)
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ANEXO(S)
ANEXO A - Protocolo de aprovacdo pelo comité de ética em experimentacdo animal -

Unimontes
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ANEXO B - Protocolo de aprovacdo pelo comité de ética em experimentacdo animal —

ICAIUFMG

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Metabolismo de camundongos

alimentados com bebida lactea fermentada adicionada com o6leo essencial de

Syzygium aromaticum”, protocolo do CEUA: 231/2017 sob a responsabilidade de Anna

Christina de Almeida que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de

pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 13/11/2017.

Vigéncia da Autorizac¢éo

13/11/2017 a 12/11/2022

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais 8

Peso/ldade 30g / 4(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério de Experimentacdo Animal da

Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais 8
Peso/ldade 309 / 4(semanas)
Sexo masculino
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Origem

Biotério de Experimentacdo Animal da
Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais

8

Peso/ldade 30g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério de Experimentacdo Animal da

Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais

8

Peso/ldade 30g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério de Experimentacdo Animal da

Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais 8

Peso/ldade 30g / 4(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério de Experimentagcdo Animal da

Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

*Espécie/linhagem

Camundongo heterogénico / Swiss

N° de animais

8

Peso/ldade

30g / 4(semanas)

Sexo

masculino

92




93

Origem Biotério de Experimentacdo Animal da
Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES

Consideracdes posteriores:

13/11/2017 Aprovado na reunido do dia 13/11/2017.
Validade:
13/11/2017 a 12/11/2022

Belo Horizonte, 23/11/2017.
Atenciosamente,
Sistema Solicite CEUA UFMG

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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