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RESUMO

Malpighia glabra L., popularmente chamada de “acerola” ou “cereja-das-antilhas”
€ uma espécie nativa encontrada na América Tropical. E muito utilizada popularmente pela
sua acdo adstringente, vitaminica, antianémica, nutritiva, antifungica, entre outras. A
acerola é um fruto de grande potencial econémico e nutricional, devido, principalmente, ao
seu alto conteido de vitamina C, que associada com carotendides e antocianinas presentes
destacam este fruto no campo dos alimentos funcionais. Este fato tem motivado diversos
pesquisadores, em diferentes partes do mundo, a trabalhar com seus possiveis efeitos
benéficos ao organismo humano. Entretanto, existem poucos estudos que comprovem
atividades bioldgicas e a seguranca do uso desta fruta para fins terapéuticos. Em funcéo
disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos antioxidante e antimutagénico de 3
diferentes extratos secos industrializados da fruta da planta Malpighia glabra L., bem
como do extrato liofilizado da fruta in natura. Para isso, foram utilizados ensaios in vivo e
in vitro para deteccdo da atividade antioxidante, bem como linhagem de Saccharomyces
cerevisiae com marca genética apropriada para deteccdo de possivel atividade
antimutagénica. Além disso, foi feito o doseamento da vitamina C através da técnica da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nos diferentes extratos em teste.

Os resultados deste estudo indicam que todos os extratos da fruta apresentaram
atividade antioxidante in vivo e in vitro, contudo o extrato liofilizado da fruta in natura
mostrou-se superior aos outros extratos no que diz respeito a esta atividade bioldgica. Este
mesmo extrato ndo mostrou atividade mutagénica em S. cerevisiae, entretanto, apresentou
atividade antimutagénica mostrando protecdo contra danos ao DNA induzidos pelo H,O,.
Pode-se reafirmar assim o grande beneficio desta fruta baseado em sua atividade

antioxidante e antimutagénico.



ABSTRACT

Malpighia glabra L., also popularly called "acerola” or " cereja-das-antilhas " is a
native species found in tropical regions of America. It is popularly used due to its
adstringente, vitaminic, antienemic, nutritional, antifungal, among other activities. Acerola
is a fruit which has a great economic and also a nutritional potential, primarily due to its
high content of vitamin C, associated with carotenoids and anthocyanins, and therefore an
important fruit in the field of functional foods. This fact, have driven many researchers in
different parts of the world, to work with its possible beneficial effects to the human body.
However, there are few studies that show its biological activities and its safety for
therapeutic purposes of this fruit. Because of this, the aim of this work was to evaluate
antioxidant and antimutagenic activities of three different industrialized dried fruit extracts
of the plant Malpighia glabra L., and of the liophilized extract of the natural fruit.
Therefore, in vivo and in vitro tests were used for detection of a potential antioxidant
activity as well as different strains of Saccharomyces cerevisiae with specific markers for
genetic detection of a possible antimutagenic activity. In addition, the assay was made of
vitamin C through high pressure (HPLC) liquid chromatography in different statements in
trial. The results of this study indicate that all fruit extracts showed an antioxidant in vitro
and in vivo activity, but the liophilized extract of the natural fruit was shown to be superior
to the industrialized extracts with respect to this biological activity. This same extract
showed no mutagenic activity in S. cerevisiae, however, presented an antimutagenic
activity, thus showing protection against damage to DNA induced by H,O,. Thus we can
confirm an important benefit of the fruit, based on its antioxidant and antimutagenic

activity.
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1- INTRODUCAO

As plantas sdo mundialmente empregadas na medicina popular e apesar do uso
indiscriminado das mesmas, até hoje sdo escassos 0s estudos sobre as suas constituicoes
quimicas e atividades bioldgicas. A literatura descreve inimeras atividades bioldgicas
relacionadas com o0s compostos encontrados nessas preparagdes tradicionais,
principalmente os fendlicos (MONTOURO et al., 2005). Ha muitos anos as plantas sdo de
grande importancia no tratamento de algumas doencas e, dessa forma, o estudo da
constituicdo quimica tem contribuido para que alguns farmacos potentes tenham sido
descobertos (SANNOMIYA et al., 2004).

Extratos vegetais e seus constituintes isolados podem ser usados na fabricagdo de
produtos terapéuticos industrializados (MARQUES, 2002). Relatos revelam que cerca de
80% da populacdo mundial utiliza plantas com finalidade terapéutica (FETROW e AVILA,
2000).

A inddstria mundial de produtos fitoterdpicos tem apresentado, em geral, um
crescimento anual de 25% em seus lucros (FETROW e AVILA, 2000). Além disso, o
desenvolvimento de um fitoterapico pode ser obtido com custos menores que um farmaco
sintético (YUNES et al., 2001). Em muitos paises com cultura diversificada, o uso de
plantas medicinais tem crescido na Ultima decada, generalizando-se em todos o0s
quadrantes do mundo. Nos Estados Unidos da América (EUA), por exemplo,
aproximadamente 25% das prescricdes contém compostos originados de plantas
(YAMADA, 1998). Em Cuba, a rica flora do pais permite vasta tradicdo no uso de
fitoterapicos (VIZOSO et al., 2002). Ja na Africa do Sul, o uso comum e medicinal de
plantas é vasto, com grande producdo e obtencdo de extratos, movimentando setores da
economia (VERSCHAEVE et al., 2004). Na Alemanha, vérios fitoterapicos ja foram
liberados no mercado e 70% dos profissionais de salde prescrevem esses produtos aos
pacientes, mantendo um dos maiores mercados mundiais de drogas de origem vegetal
(FETROW e AVILA, 2000). No Brasil, muitas plantas séo utilizadas sem evidéncias

cientificas que comprovem a eficcia desses tratamentos (HOLETZ et al., 2002). Embora
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seja 0 quinto maior consumidor mundial de remédios, possua grande riqueza natural e
amplo patrimdnio étnico-cultural, o mercado farmacéutico brasileiro € dominado por

empresas multinacionais (LOPES, 2004).

Em grande parte, os efeitos gerados pelos constituintes de uma planta no organismo
vivo sdo verificados baseando-se nos conhecimentos populares de uso repetitivo e
tradicional. Sabe-se que os vegetais e frutas possuem classes de agentes fitoquimicos com
diversas acgOes terapéuticas, como efeitos antioxidantes, antimutagénicos e até
anticarcinogénicos (KUSAMRAN et al., 1998; NAKAMURA et al., 1998; NOGUEIRA et
al., 2005). Enfim, os extratos de muitas plantas podem ser usados no tratamento de vérias
doencas humanas (YEN et al., 2001). Apesar de muitas agdes benéficas das plantas, é
importante verificar que alguns de seus constituintes podem ser toxicos ao organismo, € 0
metabolismo vegetal também pode gerar metab6litos com esta mesma atividade. Segundo
AMES (1983) e FRANKE et al. (2003), elementos presentes em vegetais da dieta humana,
podem ter uso tanto medicinal como podem apresentar substancias nocivas para 0

organismo.

1.1 A PLANTA Malpighia glabra L.

1.1.1 Aspectos gerais

A familia Malpighiaceae ¢é formada por aproximadamente 800 espécies,
distribuidas em 60 géneros, de ocorréncia em regides tropicais (Norte, Nordeste e Regido
Central do Brasil, além da América Central e Guianas). Apesar desse grande nimero de
espécies vegetais, pouco é conhecido acerca da constituicdo quimica da familia. Poucos
trabalhos na literatura reportam a presenca, em geral, de triterpenos, flavonoides e
esterdides em algumas espécies (DAVID e SANTOS, 2003). Esses vegetais apresentam
diferentes tipos de habitat, frutos e caracteres citogenéticos. Em geral, as espécies
arbustivas e arboreas sdo muito comuns nesta familia (LOMBELLO e MARTINS, 2003).

No Brasil, a maior parte das espécies da familia Malpigliaceae € conhecida por ser
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utilizada com finalidade terapéutica e como alimento. Desse modo, hd uma crescente

necessidade de mais estudos fitoquimicos com essas espéecies (DAVID e SANTOS, 2003).

Malpighia glabra L., popularmente chamada de “acerola” ou “cereja-das-antilhas”,
€ uma espécie nativa encontrada na América Tropical. E muito utilizada popularmente pela
sua acdo adstringente, vitaminica, antianémica, nutritiva, antifungica, entre outras. A
acerola, pelo seu inegavel potencial como fonte natural de vitamina C e sua grande
capacidade de aproveitamento industrial, tem atraido o interesse dos fruticultores e passou

a ter importancia econdmica em Vérias regides do Brasil (NOGUEIRA et al.,2005).

O Brasil é o maior produtor, consumidor e exportador de acerola no mundo
(CARVALHO, 2000). Existem plantios comerciais em praticamente todos 0s estados
brasileiros (ALVES, 1996). Contudo, é na regido nordestina, por suas condi¢des de solo e

clima, onde a acerola melhor se adapta (PAIVA et al., 1999).

As indUstrias de frutas tropicais processam, no Brasil, cerca de 34 mil toneladas de
acerola por ano, o que equivale a 7,16% do total de frutas processadas por estas empresas.
As acerolas processadas geram, aproximadamente, 18 mil toneladas de sucos e polpas por

ano, concentrando-se esta produgdo na regido nordeste do pais (ASTN e APEX, 2001).
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Figura 1: Fruto da planta Malpighia glabra L.

Figura 2: Sementes do fruto da planta Malpighia glabra L.

A acerola (figural) é um fruto tropical de grande potencial econdmico e nutricional,
devido, principalmente, ao seu alto contetdo de vitamina C, que associada com
carotendides e antocianinas presentes destacam este fruto no campo dos alimentos
funcionais. Além disso, pode-se destacar, ainda, o seu fécil cultivo, o sabor e aroma

agradaveis e a grande capacidade de aproveitamento industrial, o que viabiliza a
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elaboracdo de vérios produtos ao mesmo tempo em que promove a geragdo de empregos.
No entanto, h4 caréncias quanto a dados de producao (&reas plantada e colhida) de acerola,

bem como comercializa¢do do fruto in natura e de seus produtos (FREITAS et al., 2006).

1.1.2 Caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas

A acerola, o fruto da aceroleira, € uma drupa, carnosa, variando na forma, tamanho
e peso. Nela, o epicarpo (casca externa) é uma pelicula fina; o mesocarpo é a polpa e o
endocarpo é constituido por trés carogos unidos, com textura pergaminacea, que déo ao
fruto o aspecto trilobado. Cada carogo pode conter no seu interior uma semente, com 3 a
5mm de comprimento, de forma ovdide e com dois cotilédones (ALMEIDA et al., 2002).
A composicdo quimica, inclusive a distribuicdo de componentes do aroma, é dependente
das espécies, condicBes ambientais e, também, do estdgio de maturacdo da fruta
(VENDRAMINI e TRUGO, 2000).

O teor de vitamina C e outras caracteristicas atribuidas a qualidade da acerola, tais
como coloracdo, peso e tamanho dos frutos, teor de sélidos sollveis e pH do suco, além de
serem afetadas pela variabilidade genética dos pomares, sofrem influéncia de varios outros
fatores, como precipitagdes pluviais, temperatura, altitude, adubacdo, irrigacdo e a
ocorréncia de pragas e doengas (NOGUEIRA et al., 2005).

A acerola € um fruto climatérico, com elevado pico da taxa respiratoria (900ml
CO2 kg-1h), mas com uma baixa taxa no pico de produgéo de etileno (3ul C2H4 kg-1 h)
(CARRINGTON e KING, 2002). Segundo ARAUJO (1994), a acerola sofre alteracBes
rapidamente apds a colheita na cor, aroma, sabor e textura. Este fato pode estar relacionado
com condi¢cdes de armazenamento, temperatura, entre outros, podendo levar a uma

possivel degradacdo dos compostos ativos.
Ha frutos arredondados, ovalados ou mesmo cénicos (GONZAGA NETO e

SOARES, 1994). O tamanho dos frutos pode variar de 1 a 2,5cm, o didmetro de 1 a4cm e
0 peso de 2 a 159 (ALVES e MENEZES, 1995). Conforme mostra os resultados obtidos
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por NUNES et al. (2002), GONZAGA NETO et al. (1999), GOMES et al. (2000),
MOURA et al. (2002) e FRANCA e NARAIN (2003) apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios de peso, diametro e comprimento de acerolas, segundo

diferentes autores (FREITAS et al., 2006).

GONZAGANETO et GOMESetal. NUNESelal. MOURAetal. FRANCA &
CARACTERISTICAS al. (1999) (2000) (2002) (2002) NARAIN (2003)
Peso médio (g) 2,85a6,9 - 3,44a10,69 3,33a11,75 2,65a10,85
Diametro médio (cm) - 1,84a2,43 1,87a2,87 - 1,62a2,83
Comprimento médio - 1,48a1,87 1,43a2,24 - 1,43a2,35

(cm)

A acerola muda de tonalidade com a maturacdo, passando do verde ao amarelo,
laranja, vermelho ou roxo (PORCU e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003) devido, sobretudo, a
degradacdo da clorofila e a sintese de antocianinas e carotendides. A cor vermelha da
acerola, no estdgio maduro, decorre da presenca de antocianinas (LIMA et al., 2002b). Na
acerola, evidencia-se uma grande variagdo deste teor influenciando consequentemente a
cor dos frutos (LIMA et al.,, 2002a). Quanto maior o teor de antocianinas, melhor a

aceitacdo do produto por parte do consumidor (MOURA et al., 2002).

A tabela 2 mostra a composi¢do nutricional de acerolas in natura e do suco de
acerola ndo processado conforme USDA (National Nutrient Database for Standard)(2004).
Segundo os valores da tabela 2 tanto a acerola in natura como o seu suco natural s&o
excelentes fontes de vitamina C, carotendides precursores da vitamina A, licopeno, além
de conter quantidades consideraveis de tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico,
célcio, ferro e magnésio. Uma porcdo de 100 gramas da fruta in natura fornece 2796% da
IDR de vitamina C e 28,76% da IDR de vitamina A necesséria para um adulto (USDA
2004).
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Tabela 2: Composicéo nutricional da acerola in natura e do suco natural (ndo processado)

de acerola por 100g de por¢do comestivel (USDA, 2004).

Nutrientes Acerola in natura Suco natural de Ingestao Diaria
acerola Recomendada (IDR)

Agua (g) 91,41 94,30 -
Energia (kcal) 32 23 -
Proteina (g) 0,40 0,40 50
Lipideos Totais (g) 0,40 0,40 -
Cinzas () 0,20 0,20 -
Carboidratos por Diferenca (g) 7,69 4,80 -
Fibra Dietética Total (g) 1,1 0,3 -
Acucares Totais (g) - 4,50 -
Minerais:
Célcio (mg) 12 10 800
Ferro (mg) 0,20 0,50 14
Magnésio (mg) 18 12 300
Fésforo (mg) 11 9 800
Potassio (mg) 146 97 -
Sodio (mg) 7 3 -
Zinco (mg) 0,10 0,10 15
Cobre (mg) 0,086 0,086 3
Selénio (ug) 0,6 0,1 70
Vitaminas:
Vitamina C (mg) 1.677.6 1.600.0 60
Tiamina (mg) 0,020 0,020 1.4
Riboflavina (mg) 0,060 0,060 1.6
Niacina (mg) 0,400 0,400 18
Acido Pantoténico (mg) 0,309 0,305 6
Vitamina B-6 (mg) 0,009 0,004 2
Folato Alimentar (ug) 14 14 200
Vitamina A (1U) 767 509 2.666,67

O alto teor de &cido ascdrbico e a presenga de antocianinas destacam este fruto no
campo dos alimentos funcionais pela habilidade desses compostos em capturar radicais
livres no organismo humano. A vitamina C, o $-caroteno e outros carotendides agem como
antioxidantes no organismo humano (SIZER e WHITNEY, 2003; MESQUITA e VIGOA,
2000).

1.1.3 Vitamina C

A vitamina C (figura 3), é um nutriente hidrossoluvel envolvido em maultiplas
fungdes bioldgicas. E co-fator de varias enzimas envolvidas na hidroxilagio pos-traducgéo
do coldgeno, na biossintese de carnitina, na conversdo do neurotransmissor dopamina a
norepinefrina, na amidagdo peptidica e no metabolismo da tirosina. Adicionalmente, é

importante na absorcdo do ferro dietético, devido a sua capacidade de reduzir a forma
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férrica (Fe*") a ferrosa (Fe?"), propiciando absorgdo do ferro ndo-heme no trato
gastrintestinal (LOUREIRO et al, 2002; KAGAN et al, 1990; HALLIWELL, 2001).

GH,OH
|
HOG. oo b
H e T : -
|
HO ™ “OH

Figura 3: Estrutura da vitamina C

Além da importante funcéo anti-escorbdtica, a vitamina C é um potente agente redutor
capaz de reduzir a maioria das espécies reativas ao oxigéncio/nitrogénio (ROS/RNS)
fisiologicamente relevantes . Em meio fisiol6gico encontra-se predominantemente na forma de
monoanion ascorbato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).Existem fortes evidéncias de
que o uso de suplementos ricos em vitamina C colaborem para a prevencdo de alguns tipos de
cancer, tais como estdmago (YOU et al., 2000), pulméo (VOORRIPS et al.,2000) e doengas
cardiovasculares ( KELLY, 1998; YOKOYAMA et al., 2000).

O alto teor de vitamina C e a fragilidade apresentada por este fruto tém motivado
diversos pesquisadores, em diferentes partes do mundo, a trabalhar com sua caracterizagao
quimica e seus possiveis efeitos benéficos ao organismo humano. A tabela a seguir apresenta
os valores médios de vitamina C na fruta, segundo diferentes autores, onde se observou uma

grande variagdo no conteido de vitamina c, de 779 a 3.094mg/100g.
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Tabela 3: Valores médios de vitamina C em acerolas, segundo diferentes autores
(FREITAS et al., 2006).

AUTORES VITAMINA C (MG 100 g*)
GONZAGA NETO et al. (1999) 779a2.444
GOMES et al. (2000) 853,51 2a1.631,01
AGUIAR (2001) 843,03 a2.322
PIMENTEL et al. (2001) 1.437,78
SOARES et al. (2001) 1.620
LIMA et al. (2002a) 1.066,66 a 1.845,79
MOURA et al. (2002) 500,90 a 1.854,92
NUNES et al. (2002) 1.598,29 a 2.053,26
SANTOS et al. (2002) 1.089,22 a 3.094,43
PAIVA et al. (2002) 1.001 a 1.600

SIMAO (1971) menciona que as variedades de acerola s&o classificadas em doce e
acida, variedades mais acidas apresentam teores mais altos de vitamina C. Este fato foi
constatado por LIMA et al. (2002a), que caracterizando acerolas maduras encontraram teor
de &cido ascorbico variando de 1.067 a 1.846 mg/100mL de polpa, e frutos menos acidos
com menores teores de vitamina C. FREITAS et al., (2006) indicam que a quantidade de
vitamina C e de carotendides encontradas neste fruto variam com o seu estado de

maturagdo (tabela 4).

Tabela 4: Estagios de maturagdo da acerola (FREITAS et al., 2006).

Estégios de Maturacéo

Caracteristica (quanto maior o 1 2 3 4 5 6
ndmero, mais madura a fruta)
Clorofila (mg 100gY) 441 167 0,27 0,23 0,06 0,10

Carotendides (mg 100 mLY) 0,00 061 0,71 0,86 1,24 1,44

Sélidos Solaveis (° Brix) 6,50 650 6,50 6,70 7,10 7,10
Acucares Soluveis (%0) 247 334 388 4,28 4.62 5,05
Acides Titulavel (%) 165 134 127 119 1,19 1,08
PH 340 350 350 350 350 3,60
Vitamina C (mg 100g%) 1822 1371 1259 1186 1120 1021
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Visto que a Acerola apresenta alta concentracdo de vitamina C e carotendides,
assim apresentando uma possivel atividade antioxidante, se faz necessario estudos mais

detalhados relativos a fatores envolvidos no “estresse oxidativo”.

1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Os radicais livres sdo responsdveis pelo estresse oxidativo que pode originar
processos fisiopatolégicos como envelhecimento, aterosclerose, inflamacdo, doencas
hepaticas, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de cancer, entre outros. Nos
ultimos anos, tem sido constante o interesse na busca de solucGes para que seja evitada a
formacdo dessas espécies reativas (radicais livres), ou entdo solucbes que impecam a agdo

danosa dessas espécies sobre a célula (MARRONI, 2002).

Vérios nomes tém sido empregados para descrever os radicais livres, ou espécies
reativas de oxigénio (ERO), no entanto nenhuma contempla a variedade de moléculas de
interesse. Ser4 usado o termo ERO, abrangendo coletivamente os radicais livres e 0s
derivados ndo radicais potencialmente oxidantes (por exemplo, o H,O;). Os alvos de
ataque das ERO sdo os lipidios (peroxidacdo lipidica), proteinas, carboidratos e &cidos
nucléicos (DNA) (HENRIQUES et al., 2001).

1.2.1 Aspectos gerais que envolvem a formagéo de ERO

Os radicais livres séo produzidos normalmente nos seres vivos como consequéncia
de diversos processos metabdlicos, que envolvem reacOes de transferéncia de elétrons. O
oxigénio (O,) é uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido para
formar um nimero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de
elétrons, ou a absorcéo de energia pode levar o oxigénio a gerar as ERO (OGA, 2003), as
quais abrangem moléculas com um elétron desemparelhado no ultimo orbital, ou seja,
ocupando um orbital atdmico ou molecular sozinho, também conhecido como Radical
Livre (RL), tornando-o muito instavel, extraordinariamente reativo, € com uma enorme
capacidade para combinar-se com diversas moléculas integrantes da estrutura celular e

derivados de cada uma delas. A fonte mais comum de radicais livres nos organismos
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aerdbicos ocorre durante as transferéncias de elétrons na mitocondria pela cadeia
respiratoria, que utiliza o oxigénio molecular para obtencéo de energia quimica em forma
de adenosina trifosfato (ATP) (BOVERIS, 1998; GARCIA-RUIZ et al., 1995). Durante a
geracdo oxidativa de energia na respiragdo mitocondrial 95% do oxigénio consumido pelas
células é metabolizado na mitocéndria, onde é reduzido a agua. Contudo, 2 a 5% do
oxigénio sofre reducdo incompleta, produzindo espécies parcialmente reduzidas, entre elas
O,, H,0,, OH, as quais sdo resultantes respectivamente da reducdo de um, dois e trés
elétrons (BOVERIS, 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

Estas formas de oxigénio séo altamente prejudiciais para os constituintes celulares,
incluindo o DNA, os lipidios, &cidos graxos e as proteinas (STORZ et al., 1987). O
oxigénio atmosférico é o principal agente responsdvel pela deterioragdo de materiais
organicos e alimentos expostos ao ar. Diversas classes de moléculas sdo susceptiveis ao
ataque de O, e acabam formando hidroperoxidos. Tais hidroper6xidos contribuem para a
deterioracdo e disfuncdo em células e membranas celulares (LARSON, 1988). Outros
processos do metabolismo também podem gerar ERO, tais como autoxidagdo de pequenas
moléculas (hidroguinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferrodoxinas) e fagocitose,
durante a agdo bactericida de neutréfilos e outros fagécitos (HENRIQUES et al., 2001).
Também podem ser formadas pela exposicéo de células a radia¢do ionizante, pelo ciclo-
redox quimico presente no ambiente ou pela exposicdo a metais pesados (AMES, 1983;
BRENNAN e SCHIEST, 1996).

1.2.2 Radical superéxido (O,™)

O radical superdxido € o produto da redugdo monovalente do oxigénio molecular
(03), gerado normalmente durante o metabolismo aerébico. Ele também pode ser gerado
através da auto-oxidacdo, via interacdo com agentes redutores celulares (NADH, glutationa
e outros) e via acdo de diferentes compostos quimicos como o paraquat e Oxido de 4-
nitroquinoleina (4NQO) (BOVERIS, 1998; HENRIQUES et al., 2001). Além destes, o
radical superoxido também pode ser formado por outros mecanismos, como: auto-oxidacdo
de moléculas como o gliceraldeido, FADH,, adrenalina e dopamina; por enzimas como a

xantina oxidase, na oxidacdo da xantina e hipoxantina a &cido urico; assim como algumas
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células especializadas na producdo de ERO como, por exemplo, os fagécitos (macréfagos e
neutrofilos), que por acdo de uma oxidase que transfere elétrons do NADPH para o0 O;
produzem O, e peroxido de hidrogénio (H,0,) para defesa bactericida (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000; FORMAN e THOMAS, 1986).

Entre as substéncias de interesse bioldgico que se auto oxidam gerando o radical
superdxido inclui-se a hemoglobina, a mioglobina e catecolaminas. Essas auto-oxidacoes
sdo, geralmente, reacbes em cadeia nas quais o radical superdxido pode atuar como
iniciador e propagador das cadeias radicalares. Apesar do nome sugerir que esse radical
tem alto poder oxidante, o superéxido atua na maioria das reagdes como um agente redutor
(OGA, 2003).

1.2.3 Perdxido de Hidrogénio (H205)

Embora o peroxido de hidrogénio (H,0,) ndo seja considerado um radical livre por
definicéo, por ndo possuir elétron desemparelhado na Gltima camada, ele é um metabdlito
do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reagdo que produz o radical
hidroxila (OH"). O H,0- é um intermediério reativo do oxigénio que se torna perigoso pelo
alcance que tem. Por ndo reagir imediatamente, pode migrar pela célula e atingir alvos
distantes da sua formacéo, sendo capaz de atravessar camadas lipidicas, e da mesma forma
podendo reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas a Fe*? e Fe*
(IZAWA et al., 1995).

O H,0; é formado principalmente na matriz mitocondrial, durante o processo de
reducdo do oxigénio, ou pela dismutacdo do radical superdxido pela enzima superoxido
dismutase (Sod) (FRIDOVICH, 1998). Além de ser formado na reagéo de dismutacdo do
superdxido e por fagdcitos, também é um subproduto da assimilacdo oxidativa de varias
fontes de carbono e nitrogénio, por peroxissomos e glioxissomos (FORMAN e THOMAS,
1986). Algumas bactérias e micoplasmas também liberam perdxido de hidrogénio, que
pode lesar células do hospedeiro, visto que o H,O, pode atravessar membranas bioldgicas
(OGA, 2003).
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1.2.4 Radical hidroxila (OH")

Os efeitos mais téxicos provocados pela formagao tanto do O," quanto do H,0, é a
subsequiente e rapida formagdo do radial hidroxila (OH®). O OH® é facilmente gerado a
partir de H,O, através da reacdo de Fenton na presenca de fons metalicos como Fé*? ou
Cu** (FRIDOVICH, 1998).

O radical OH* é considerado a ERO mais reativa em sistemas biolégicos. A
combinagdo extremamente rapida do OH® com metais e outros radicais no proprio sitio
onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Os metais de transi¢do, tais como ferro
(Fe®") e cobre (Cu®) aumentam a velocidade da producdo de OH". A reacéo envolvendo
metais ocorre em etapas: em um primeiro passo, 0 metal na sua valéncia mais alta (Fe** ou
Cu®") reage com o radical O,"", produzindo fon metalico, ferroso (Fe?*) ou cuproso (Cu*) e
oxigénio molecular (Reagdo de Haber-Weiss) deixando o metal em uma valéncia menor.
Estes ions reagem rapidamente com H,O,, gerando radical hidroxila (OH"), ion hidroxil

(OH") e Fe** (Reacdo de Fenton) (figura 4).

Reagdo de Haber-Weiss

(Fe*/ICu®) + 07 = (Fe?/Cu™) + O

Metal oxidado Metal reduzido

Reacdo de Fenton

(Fe**/Cu®) + H0, = (Fe**/Cu*) + OH- + OH

Metal reduzido Metal oxidado

A soma das reagdes acima resulta na Reacéo de Haber-Weiss/Fenton

Catalisador
Oy~ + H,O, = 0O, + OHe + OH

Metalico

Figura 4: Representacdo da formacéo do radical OH pelas reacdes Haber-Weiss/Fenton.
(Adaptado de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).
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O radical OH" tem uma meia vida curtissima e sua difusdo é limitada pela sua
velocidade de reacdo. Por isso, a melhor defesa que a célula tem contra este radical é
preventiva, ou seja, evitar que o mesmo seja gerado. Na auséncia da catélise pelos ions
metalicos, a reacdo de Fenton ocorreria de forma muito lenta, caso realmente acontecesse
(GRALLA e KOSMAN, 1991). Por esta razdo, a célula mantém um rigido controle da
homeostase metalica. O transporte de metais é altamente regulado (EIDE, 1998) e os ions
de metais de transi¢cdo sdo mantidos em sua valéncia mais alta ou estdo de alguma forma
complexados a proteinas e enzimas onde sdo armazenados ou fazem parte funcional das
mesmas (revisado por HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000; FRIDOVICH, 1998).

1.2.5 Oxigénio singlete (*O5)

E a forma excitada de oxigénio molecular, ndo possui elétrons desemparelhados em
sua Gltima camada, e possui meia vida em tecidos menor que 0,5 micro segundos
(PATTERSON et al., 1990). Pode ser gerado pelos fagdcitos, por inducdo luminosa, por
reacOes catalisadas por peroxidases e outras (CADENAS, 1989).

O oxigénio singlet difere do oxigénio no estado molecular, porque ndo apresenta
restricdo na transferéncia de elétrons, sendo altamente reativo (BECKMAN e AMES,
1998). O oxigénio singlet causa danos as proteinas devido a oxidacdo de grupos essencias
de aminoacidos, principalmente do triptofano, metionina, histidina e residuos de cisteina
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000), sendo também responsavel por dar inicio a
peroxidacdo lipidica, produzindo radicais alcoxila (RO") e peroxila (ROO"). O oxigénio
singlet tem importancia em certos eventos biol6gicos, mas poucas doencas foram
relacionadas a sua presenca (HENRIQUES et al., 2001).
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1.2.6 Danos oxidativos a biomoléculas

As ERO sdo capazes de danificar inimeras biomoléculas, tais como lipidios
(peroxidagdo lipidica), proteinas, carboidratos e 4&cidos nucléicos (DNA e RNA)
comprometendo desta forma a integridade celular (PERES, 1999; HENRIQUES et al.,
2001). O radical OH* pode inativar varias proteinas, ao oxidar seus grupos sulfidril (-SH) a
pontes dissulfeto (-S-S-). Também pode iniciar a oxidacdo dos &acidos graxos
polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo). J& o radical superoxido oxida
centros metalicos [4Fe-4S] de desidratases, como aconitase, liberando o Fe*?, o qual serve

de catalisador para formag&o do radical OH" via reacdo de Fenton (FRIDOVICH, 1998).

No DNA, as ERO produzem uma série de lesdes, danificando bases, desoxiriboses,
causando quebras simples de cadeia, criando sitios apurinicos e apirimidinicos (sitios AP)
e ligacBes cruzadas entre DNA e proteinas (LAVAL et al., 1998). Sabe-se que nem o
radical superoxido nem o perdxido de hidrogénio atacam o DNA diretamente, porém o
radical OH" e o oxigénio singlet podem provocar lesdes diretas ao DNA (FRIDOVICH et
al., 1998; CADET et al., 1999; MEEHAN et al., 1999). O alvo preferencial do ataque das
ERO parece ser a guanina, devido a oxidacdo do dtomo C8, forma-se o produto 7,8-diidro-
8-2’-desoxiguanina (8-OX0O-G), que é o produto de dano oxidativo melhor caracterizado,
sendo fortemente mutagénico in vitro e in vivo, causando transversdes G—T quando ndo
reparado (CADET et al., 1999; BROZMANOVA et al., 2001).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Os radicais livres formam-se em condig@es fisiologicas em propor¢des controladas
pelos mecanismos defensivos celulares. O estresse oxidativo ocorre quando hd uma falta
de equilibrio dindmico entre a producdo de oxidantes e a concentragdo de defesas
antioxidantes, levando a danos celulares. Este estresse pode resultar de uma situacdo em
que hd uma diminuicdo nos niveis das enzimas antioxidantes, pela elevada producéo de
radicais livres, ou por ambos 0s processos simultaneamente. Os agentes oxidantes s&o
formados no processo normal do metabolismo, mas em algumas condi¢des patoldgicas,

eles podem ser produzidos em excesso, levando ao estresse oxidativo e a possivel morte
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celular. Disturbio do equilibrio entre a formac&o e a remocédo de ERO séo associadas a uma
série de processos patoldgicos, por exemplo cancer, isquemia, arteriosclerose, diabetes,
mal de Alzheimer entre outras desordens neuroldgicas e ndo-patoldgicas, como por
exemplo o envelhecimento (PAWLAK et al., 1998; BECKMAN e AMES, 1998, revisado
por SALVADOR e HENRIQUES, 2004).

Os antioxidantes sdo definidos como “qualquer substancia que, quando presente em
concentragdes baixas, quando comparada com a de um substrato oxidavel, retarda
significativamente, ou previne, a oxidagdo daquele substrato” (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000). Podem ser divididos em antioxidantes naturais, normalmente
presentes no organismo, e compostos sintéticos com atividade antioxidante. Para defender-
se das ERO e manter a integridade celular, os organismos possuem diversos sistemas de

defesa antioxidante.

As estratégias de defesa compreendem trés etapas, que sdo: a prevengdo (evitar a
formacéo de ERO), interceptagdo (neutralizagdo de ERO geradas) e reparagédo (de danos
ocasionados por ERO) (ROSS e MOLEDEUS, 1991; DEMPLE e HARRISON, 1994). A
prevencdo contra a formacdo de ERO é representada, por exemplo, pelos sistemas de
homeostase metélica na prevencdo ao estresse oxidativo. A interceptacdo pode ser
representada pelos sistemas enziméticos (superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase) ou ndo enzimaticos (glutationa, vitaminas, compostos fendlicos), que impedem
a continuacdo das reacGes em cadeia. Por ultimo, quando o dano j& estiver ocorrido,
existem sistemas capazes de repara-lo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Além
destes, existem mecanismos de regulacdo da capacidade antioxidante que modulam a
manutencdo e a adaptacdo de niveis adequados de defesa as espécies reativas de oxigénio
(SIES, 1997; SEN e PACKER, 1996).
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1.3.1 Antioxidantes enzimaticos

As Superoxido dismutase (Sod) sdo metalo-enzimas abundantes em células
aerdbicas que agem sobre o radical superoxido, dismutando-o a perdxido de hidrogénio.
Corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua
composi¢do. H& varias isoenzimas do tipo Sod, geralmente responsaveis por
compartimentos celulares distintos, podendo conter cobre, zinco, ferro ou manganés em
seus sitios ativos (FREITAS et al., 2000; HENRIQUES et al., 2001). A SodCuZn, possui
Cu®" e Zn*", esta presente principalmente no citosol de células eucariéticas, mas também
pode ser encontrada nos lisossomos, nucleos, bem como no espaco entre as membranas
mitocondriais externa e interna (CRAPO et al., 1992; LIOU et al., 1993; LONGO et al.,
1996). A SodMn, com um ion de Mn** em cada uma de suas subunidades, esta localizada
primariamente na mitocondria. A SodFe possui um fon Fe** em seu sitio ativo e é a Sod

constitutiva da maioria dos organismos eucariotos (FRIDOVICH, 1998).

A catalase (Cat) é uma hemoproteina que catalisa a dismutacdo do perdxido de
hidrogénio para 2 H,O e O,. A acdo desta enzima envolve a oxidacéo divalente do ferro
heme (I1V), acompanhada da reducdo divalente do perdxido de hidrogénio. Elas contém
NADPH fortemente ligado, o qual pode prevenir a acumulagéo da forma ferro (IV) da
enzima, a qual é inativa (HENRIQUES et al., 2001). Em células eucaridticas, ha catalases
citosolicas e perixossomais (FRIDOVICH, 1998).

A glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio e
peroxidos orgénicos a seus correspondentes alcoois as custas da conversdo da glutationa
reduzida (GSH) ao dissulfeto correspondente glutationa oxidada (GSSG). Est4 presente no
citosol de mamiferos, sendo a principal defesa contra peroxidos. A especificidade da GSH-
Px inclui ndo somente eliminacdo de H,O,, mas também a reducdo de alquil-

hidroperoxidos a seus respectivos alcoois (INOUE et al., 1998).
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1.3.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Talvez o mais conhecido exemplo de sistema de defesa ndo-enzimético é a
glutationa, um tripeptidio vy-L-glutamil-L-cistinilglicina. A glutationa age como um
varredor de radical com grupo sulfidril com agdo redox, reagindo com oxidantes para
producdo de glutationa reduzida (GSH). A glutationa é possivelmente a mais abundante
molécula limpadora-redox nas células (MARCHLER et al., 1993), e conseqlientemente

esta fungdo € a mais importante na manutencgéo do estado redox celular.

Genes envolvidos na biossintese da glutationa foram identificados em
Saccharomyces cerevisiae, como GSH1 e GSH2, codificando a sintetase y -

glutamilcisteina e sintetase glutationa, respectivamente (KISTLER et al., 1986).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos pode-se citar a vitamina C, a vitamina E,
ubiquinol, os carotenoides e os flavondides (MACHLIN e BENDICH, 1987). A vitamina
C elimina os radicais livres do plasma, citosol e outros compartimentos aquosos. A
vitamina E e outros antioxidantes hidrofobicos atuam fundamentalmente nas membranas e
nas bicamadas lipidicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Os flavondides sdo
potentes antioxidantes capazes de atuar como aceptores de radicais livres (HUSAIN et al.,
1987) ou de ions metalicos (AFANAS’AV et al., 1989).

O acido ascorbico ou vitamina C é sintetizado pela maioria dos animais e plantas,
porém o homem, bem como outros primatas, cobaias e algumas aves necessitam obté-lo da
dieta, na forma da vitamina hidrossolivel (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Por ser
um agente redutor potente, o 4&cido ascdrbico possui uma excelente capacidade
antioxidante, podendo sequestrar eficientemente inimeras ERO. Ao reagir com as ERO, o
acido ascorbico é oxidado a &cido desidroascorbico, podendo ser convertido de volta &
forma reduzida as custas de GSH ou de NADPH. Também pode regenerar o tocoferol de
sua forma radicalar oxidada e contribuir indiretamente na defesa antioxidante lipidica
(MAXWELL, 1995). In vitro, foi demonstrado que a vitamina C é capaz de exercer
propriedades prd-oxidantes, reagindo com ions ferro e cobre, produzindo H,O, e OH’
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). As propriedades antioxidantes do &cido ascorbico
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in vitro sdo varias, porém in vivo as evidéncias de sua ac¢do sao limitadas, mesmo sendo as
concentragdes plasméticas do mesmo suficientes para exercer efeitos antioxidantes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O tocoferol também chamado vitamina E, é uma substancia lipossollvel,
“scavenger” de radicais peroxil (RO’), sendo provavelmente o mais importante (mas ndo o
Unico) inibidor da reacdo de peroxidagdo lipidica em animais (HALLIWELL e
GUTTERIGE, 2000). A manutencdo do nivel de redugdo de RO;" pelo tocoferol é
dependente da reducdo do radical tocoferil, uma vez formado, por redutores externos, 0s
quais incluem o &cido ascdrbico e tidis (SIES, 1997). Assim como o &cido ascdrbico, o
tocoferol pode reduzir o Fe** a Fe?* e o Cu?* a Cu*, e entfio estes podem exercer efeitos
pro-oxidante em alguns sistemas in vitro (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O retinol é a forma quimica, fisiologicamente ativa, da vitamina A, o qual ndo €
obtido diretamente da dieta, mas sim gerado por clivagem enzimética de produtos, tanto de
origem animal como vegetal. Existem duas fontes da vitamina A nos alimentos, 0s
carotendides e os retindides (revisado por SIES, 1997). Inimeros estudos tém indicado que
a vitamina A pode agir tanto como antioxidante como pro-oxidante. Sob pressfes normais
de oxigénio, o B-caroteno, precursor de vitamina A, age como antioxidante, porém sob
pressdes mais altas de oxigénio, perde sua atividade antioxidante e passa a exercer um
efeito pro-oxidante (PALOZZA et al., 1997).

Os estrdégenos, hormdnios sexuais femininos, como o estradiol, a estrona e o estriol
podem inibir a peroxidacdo lipidica (incluindo peroxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade) in vitro, em concentracbes da ordem de micromolar, possivelmente por
possuirem grupos fendlicos que podem agir como antioxidantes scavenger, semelhantes a
vitamina E (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O ubiquinol 10, também chamado co-enzima Q reduzida, desempenha um
importante papel na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, passando
simultaneamente por oxidagdo e reducdo, via um radical livre intermediario, a

ubisemquinona. In vitro, o ubiquinol pode seqtiestrar radicais peroxil e inibir a peroxidagédo
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lipidica. Entretanto, a sua agdo in vivo ainda é desconhecida (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000). Presente nas lipoproteinas plasmaticas em concentragdes
relativamente baixas, o ubiquinol provavelmente regenera tocoferol do radical tocoferil e

aumenta a sua eficiéncia como antioxidante (MAXWELL, 1995).

O écido urico, subproduto do metabolismo das purinas, demonstrou ser um
antioxidante potente, protegendo as membranas do dano oxidativo. Sugere-se que 0
aumento da concentragdo plasmatica de &cido Urico possa contribuir para o aumento da
longevidade humana (AMES, 1983). Em pH fisiol6gico, apresenta-se na forma de urato, o
qual pode ser oxidado por oxidantes fortes, como o OH’, originando um radical pouco
reativo. Também pode quelar ions metalicos, como ferro e cobre, diminuindo a
possibilidade destes catalisarem as reacbes de radicais livres (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000).

Os flavondides constituem um grupo de substdncias naturais, que possuem
atividades bioldgicas diversificadas e estudando sua agdo como antioxidante foram
desenvolvidas muitas pesquisas, envolvendo ndo s6 os compostos flavonoidicos, como
também os seus precursores biossintéticos (RICHARDSON et al., 1974; PRATT e
BIRAC, 1979; RIOS et al., 1992). Os compostos polifendlicos estdo presentes em frutas e
vegetais (ANGELIS, 2001) como nozes, sementes, ervas, especiarias, flores, em diversos
chads e vinho tinto. S&o importantes compostos de frutas citricas, (KEFFORD e
CHANDLER, 1970) aparecendo em diversas fontes de alimentos sendo consumidos
regularmente na dieta humana (HERRMANN, 1976). O consumo destes compostos tem
sido associado a efeitos protetores contra doencgas cardiovasculares e canceres (ANGELIS,
2001).

Estes compostos, flavondides, apresentam efeitos importantes na fisiologia e
bioquimica da planta, como acdo antioxidante, inibidores enziméticos, precursores de
substancias toxicas e exibindo pigmentos coloridos. Estes compostos estdo envolvidos na
fotossensibilizacdo e na transferéncia de energia, em acbes de hormdnios regulatérios do
crescimento da planta, no controle respiratorio, na fotossintese, em morfogéneses, na

determinagdo do sexo e bem como na defesa contra infecgdes (SMITH e BANKS, 1986).
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PRATT e BIRAC (1979) estudaram os efeitos de varios flavondides, como a
quercetina, quercitrina, miricetina, quercetina 3-monoglicosideo, quercetina 3-
triglicosideo, extraidos de sementes de diversas plantas como antioxidantes, utilizando
etanol absoluto e fazendo determinagfes espectrométricas a 258nm. Vérios antioxidantes
naturais, principalmente os compostos fendlicos, também foram encontrados em muitos
vegetais, conforme trabalhos realizados por HAREL e KANNER (1984), FARR et al.
(1988), SHEABAR e NEEMAN (1988), NAMIKI (1990), PRATT e HUDSON (1990),
LOLIGER (1991) e KANNER et al. (1994).

A literatura propde, que os flavonoides exercam efeitos benéficos em diversos
estados patoldgicos, incluindo céncer, doengas cardiovasculares e em desordens
neurovegetativas. Muitas acdes bioldgicas destes compostos sdo atribuidas pelas suas
propriedades antioxidantes, e sua possivel influéncia do estado redox intracelular. O
mecanismo exercido pelos flavonoides, para estas acBes benéficas e toxicas, ainda
permanecem pouco conhecidos. Entretanto, alguns estudos tem demonstrado que sua
atividade antioxidante classica de doacdo de hidrogénio (RICE-EVANS, 1995; RICE-
EVANS et al., 1996; RICE-EVANS, 2001) é pouco provavel ser a Unica explicacdo para
os efeitos celulares benéficos sugeridos (SPENCER et al., 2003).

Apoés pesquisas na area da farmacologia de alimentos fitoquimicos, um grande
nimero de relatos tem estabelecido que os compostos fenolicos de plantas, incluindo os
flavonoides, sdo potentes antioxidantes e também ha relatos de possiveis efeitos
antimutagénicos e anticarcinogénicos dos mesmos (MIDDLETON e KANDASWAMI,
1994; RICE-EVANS et al., 1997). Tambem tém sido mostrado relatos sugerindo que uma
dieta rica em compostos fendlicos exibem propriedades pro-oxidantes e citotoxicas, sob
certas condi¢cdes (SUMMERS e FELTON, 1994; YAMANAKA et al., 1997; SUGIHARA
et al., 1999). Esta atividade antioxidante/pro-oxidante dos compostos fendlicos pode
depender de determinados fatores, tais como o potencial de reducdo de metal, pH e das
caracteristicas de solubilidade (DECKER, 1997). Muitos extratos de plantas,
particularmente os que contém flavonoides, parecem apresentar uma significativa atividade
antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais livres (RL), e

consequentemente o surgimento de doencas associadas a agao destes RL.
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14 A LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO MODELO DE
ESTUDO

Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucarioto amplamente estudado e
notavelmente semelhante as células de mamiferos no que se refere as macromoléculas,
organelas e proteinas com homologia a proteinas humanas, tornando-a uma ferramenta
importante nas pesquisas sobre mutagénese, reparo do DNA e mecanismos que respondem
ao estresse oxidativo (COSTA e FERREIRA, 2001).

As leveduras podem crescer tanto em condigdes anaerdbias quanto aerdbias e,
portanto, sdo expostas continuamente as ERO geradas como bioprodutos do metabolismo
(COSTA e FERREIRA, 2001). A S. cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaerdbias
facultativas. Isto significa que fermenta hexoses como a glicose e a frutose, independente
da concentracdo de oxigénio. A glicose é a principal fonte de carbono da S. cerevisiae, uma
preferéncia que é mediada por um complexo processo de repressdo e ativagdo de genes e
de proteinas, usualmente conhecido como repressdo da glicose ou repressdo catabdlica
(revisado em DE WINDE et al., 1997, GANCEDO, 1998). Quando a concentragdo de
glicose cai para menos de 0,2% no meio, ha a desrepressdo das enzimas que participam da
biossintese na mitocondria e de outros genes necessarios para 0 crescimento respiratorio
(DE WINDE etal., 1997; GANCEDO, 1998).

Este crescimento apresenta fases distintas do ponto de vista metabdlico e cinético
(figura 5). Ap6s um breve periodo de adaptacdo em meio rico (YPD — 2% glicose),
chamado de fase lag, as células iniciam uma divisdo celular a cada hora e meia (fase
exponencial), com energia proveniente da fermentacdo da glicose. Ao diminuir a
disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressdo catabdlica (transi¢do diduxica),
na qual ha uma parada transiente na divisdo celular, enquanto as células sdo preparadas
para 0 metabolismo respiratorio. Apds, ela reassume a divisdo celular em um ritmo mais
lento (uma diviséo a cada trés ou quatro horas), utilizando o etanol como fonte de carbono
produzido durante a fermentacdo (fase pos-diduxica). Quando todas as fontes de carbono

forem exauridas, as células entram na fase estacionaria na qual podem sobreviver por
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muito tempo na auséncia de nutrientes (PRINGLE e HARTWELL, 1982; FUGE e
WERNER, 1997).

Fase Estaciondria

Fase P6s diauxica

Fase Diauxica

Fase Exponencial

Densidade Relativa da Cultura

' Fase Lag

.
|

Tempo (horas)
Figura 5: Fases de crescimento de uma levedura selvagem quando iniciada em meio
completo (Adaptado de FUGE e WERNER, 1997).

1.4.1 Defesas antioxidantes da levedura S. cerevisiae

Como todos os aerdbios, a S. cerevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de
defesa contra danos oxidativos, como atividades enzimaticas, presenca de antioxidantes,
seqiiestradores de metais e diversos mecanismos de reparagdo (MARIS et al., 2001,
BROZMANOVA et al., 2001; HENRIQUES et al., 2001). As superdxido dismutase (Sod)
sdo enzimas que fazem a dismutagdo do radical superdxido a perdxido de hidrogénio. A
levedura S. cerevisiae contém a SodMn (produto do gene SOD2) localizada na matriz da
mitocondria e SodCuZn (produto do gene SOD1) presente no citoplasma, nucleo e
lisossomos (GRALLA e VALENTINE, 1991; GRALLA e KOSMAN, 1991; LONGO et
al., 1996; PARK et al., 1998; LONGO et al., 1999). As linhagens mutantes sod1A, que sao

deficientes nesta enzima, apresentam problemas de crescimento em condigdes aerdbias,
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sd0 muito sensiveis a hiperoxia (BILINSKI et al., 1985), a substéncias envolvidas em
reagOes tipo ciclo-redox, tais como paraquat ou menadiona, perdem a viabilidade em fase
estacionaria e sdo auxotroficas para metionina e lisina em presenca de oxigénio
(SRINIVASAN et al., 2000). Acredita-se que, estas auxotrofias se devem a enzimas
relacionadas a sintese destes aminoacidos, que seriam extremamente sensiveis a
desativacdo por O™ (LIU et al., 1992, SLEKAR et al., 1996). As mutantes sod24 sdo
hipersensiveis ao oxigénio e crescem mal ou ndo crescem em fontes de carbono néo-
fermentéveis. A sensibilidade a hiperéxia é revertida pela mutagdo rho® (leveduras sem
mitocdndrias), confirmando o papel decisivo da mitocondria na geragao de O, (GUIDOT
et al., 1993; FERNANDEZ-CHECA et al., 1998).

Mutantes sod1A e sod2A4 mostram niveis de ferro, detectado por Ressonancia
Paramagnética de Elétron (EPR), de até cinco vezes maiores em relacdo aos niveis basais
da linhagem selvagem isogénica, enquanto a duplo mutante sod1A4sod2A apresenta niveis
de ferro superiores a nove vezes o encontrado para a selvagem, em condicGes aerdbias de
crescimento. O tratamento da linhagem selvagem com um gerador de superdxido -
paraquat, também aumentou o ferro detectavel por EPR, indicando que o excesso de ferro
livre pode ser devido aos efeitos deletérios do radical superoxido (SRINIVASAN et al.,
2000).

O peroxido de hidrogénio pode ser catabolizado pelas catalases e peroxidases. Em
levedura, a resisténcia a perdxido tem sido associada aos niveis intracelulares de glutationa
(IZAWA et al., 1995; KOBAYASHI et al., 1996). O gene GSH1 é necessario para a
sintese de y-glutamilcisteina sintetase, enzima responsavel pelo primeiro passo, e é ponto
limitante da biossintese de glutationa; e o gene GSH2 codifica a glutationa sintetase, a
segunda enzima da sintese de glutationa. Ambos foram clonados e as mutantes
correspondentes analisadas (LISOWSKY, 1993; GRANT et al., 1997; BRENDEL et al.,
1998; INOUE et al., 1998). As mutantes gsh14 induzem apoptose (MADEO et al., 1999) e
morrem rapidamente quando nenhuma glutationa exdgena é fornecida. A glutationa
enddgena € importante para a manutencdo da integridade mitocondrial, mesmo em meio
suplementado com glutationa, as mutantes gshl4 tem uma alta tendéncia de perder a

funcdo mitocondrial (SCHMITT et al., 1996; BRENDEL et al., 1998). Além disso, as
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leveduras mutantes gshlA ndo adquirem resisténcia intrinseca sob condi¢des ndo-
fermentdveis e na fase estacionaria contra H,O, (MARIS et al., 2000) e ndo mostraram
respostas adaptativas ao estresse por H,O, durante a fase exponencial em meio YPD-
glicose (IZAWA et al., 1995).

Duas catalases, uma citosolica e uma peroxissomal, codificadas pelos genes CTT1 e
CTA1, respectivamente, também foram identificadas (SPEVAK et al., 1983; HARTIG E
RUIS, 1986; COHEN et al., 1988). Ambas s&o importantes para a resposta adaptativa ao
H,O, (IZAWA et al., 1996). A regulacdo do gene CTT1 pelo H,O, é mediada pelo
elemento de resposta ao estresse (“Stress Responsive Elements - STRE”). Leveduras Acttl
e Actal mutantes sdo bastante sensiveis a H,O, (IZAWA et al., 1996; GRANT et al.,
1998).

O fator de transcricdo Yapl, homdlogo ao fator humano AP1, é apontado como um
dos mais importantes mediadores das respostas adaptativas em S. cerevisiae, modulando a
transcricdo de genes envolvidos na defesa contra oxidantes como o H,O, e a geradores de
radicais superoxido (SCHNELL et al., 1992; MEISTER, 1995). Yapl parece regular genes
de forma direta e indireta. Alguns alvos da regulacéo direta que foram identificados sdo 0s
genes TRX2, um dos dois genes que codificam a tioredoxina em S. cerevisiae (KUGE e
JONES, 1994); GSH1, que codifica para a y-glutamil-cisteinil-sintetase (WU-AL e
MOYE-ROWLEY, 1994); TRR1, que codifica para tioredoxina redutase (MORGAN et al.,
1997); GLR1 que codifica a GSSG-redutase. Provavelmente dois membros da superfamilia
de transportadores envolvidos na resisténcia multipla a drogas (MDR): FLR1, que codifica
um transportador de membrana plasmatica e, YCF1 que codifica um transportador de
conjugados cadmio-glutationa (Cd-SG) para dentro do vactolo (WEMMIE et al., 1994;
ALARCO et al., 1997; BAUER et al., 1999). Algumas respostas mediadas por Yapl
exigem uma cooperagdo de outro fator de transcricdo, o fator Skn7 (LEE et al., 1999;
DORMER et al., 2002).

Pela simplicidade do cultivo e caracterizacdo genética, as fases de crescimento

caracteristicas e controlaveis e sua marcante semelhanca aos sistemas de estudo em

eucariotos superiores, como a mutagdo sod2A4 em ratos, fazem da levedura um sistema
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modelo ideal para estudo de danos oxidativos e fun¢Ges mitocondriais (LONGO et al.,
1999).

1.5 O ESTUDO DE SUBSTANCIAS COM ATIVIDADES PRO-E/OU
ANTIOXIDANTE - MODELOS in vivo E in vitro.

A levedura S. cerevisiae vem sendo utilizada como modelo de estudo experimental
de protegdo antioxidante em estudos de reparo do DNA. Linhagens isogénicas deficientes
em defesas antioxidantes tém sido utilizadas para o estudo do mecanismo de acéo de
agentes fisicos e quimicos que interferem com o estado redox celular (BRENNAN e
SCHIESTL, 1998; LEE et al., 2001). Um método utilizado consiste em comparar a
sensibilidade ao tratamento com um agente fisico (por exemplo radiacdo) ou quimico (por
exemplo pro/antioxidante), de diversas mutantes deficientes em enzimas antioxidantes ou
em um fator de transcri¢do sensivel ao estado redox, como o Yaplp, ou ainda deficiente na
sintese de GSH, a fim de avaliar a importancia de cada defesa antioxidante celular na
desintoxicacdo do agente testado. Também é possivel combinar um oxidante conhecido,
como H;0,, t-BOOH (peroxido de terc-butil) e paraquat, com uma substancia antioxidante
ou com outro composto de mecanismo desconhecido, e avaliar o efeito do tratamento da
substancia na modulagdo do estresse oxidativo. O aumento da viabilidade celular ao
tratamento estar sugerindo atividade protetora (antioxidante) e a diminuicdo da
viabilidade a um efeito deletério (pro-oxidante) (MARIS et al., 2000).

Respostas adaptativas ao estresse oxidativo também podem ser encontradas em
levedura. Células pré-tratadas com concentragdo sub-letal de um oxidante (H,O,, t-BOOH,
paraquat) apresentam inducdo de uma resposta protetora que permite que as mesmas
sobrevivam a um tratamento com concentrages mais altas ou letais do oxidante (KUGE E
JONES, 1994; IZAWA et al., 1995; IZAWA et al.,1996; GRANT et al., 1998). Esta
resposta adaptativa ndo é restrita ao estresse oxidativo, sendo que em levedura a resposta
adaptativa mais conhecida é a do choque térmico. Respostas similares também ocorrem
para o estresse osmotico, para agentes que provocam danos ao DNA e para outros tipos de
estresse. O pré-tratamento com um tipo de agente estressor pode também induzir

resisténcia cruzada contra outro tipo de agente estressor (PARK et al., 1998; LEE et al.,
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1999; SUGIYAMA et al., 2000). Esses estudos demonstram a complexidade de sistemas
altamente regulados que evitam os danos celulares. A regulacdo desses sistemas em
leveduras pode ser mais complexa do que daqueles de organismos aerdbios, pois a
levedura é um aerdbio facultativo (MARIS et al., 2001).

Maris et al. (2000) demonstraram que a capacidade antioxidante das leveduras em
crescimento fermentativo esta bastante diminuida em relagdo a leveduras que ndo
fermentam e que esta diferenga ndo depende da fun¢do mitocondrial, ou seja, que o sistema
antioxidante da levedura estd sujeito a repressdo por glicose, também conhecida por

repressao catabélica.

Em S. cerevisiae foi demonstrado que uma exposicdo prévia ao dioxido de
hidrogénio - H,O, e menadiona (gerador de superdxido) aumenta a resisténcia a niveis
anteriormente toxicos destes compostos, através da inducdo de genes e proteinas.
Recentemente, foi proposta a existéncia de dois regulons paralelos de resposta a estresse
por H,O,, que seriam controlados pelos fatores de transcrigdo Yapl e Skn7, envolvendo a
inducdo de mais de 30 proteinas (LEE et al., 1999). Os genes controlados por Yapl

codificam produtos essenciais na manutencéo do estado redox da célula.

Desta forma, testes em células eucaridticas da levedura S. cerevisiae, tanto
proficientes como deficientes em sistemas de reparacdo de danos causados por estresse
oxidativo, assumem um importante papel na verificagdo da capacidade oxidante e

antioxidante, e na determinacéo do possivel mecanismo de agdo dos produtos testados.

Um teste antioxidante in vitro, simples de se realizar, é a avaliacdo das
propriedades antioxidantes de extratos ou compostos puros ou purificados, frente ao
metodo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) (figura 6). O teste baseia-se na
capacidade do antioxidante em doar hidrogénio para o DPPH" provocando a varredura
deste radical livre e modificando a coloragdo da solugéo. Os resultados obtidos frente ao
meétodo do radical livre DPPH permitem fazer uma comparagéo do potencial antioxidante

entre o material a ser analisado em relagdo a um padréo (SOARES et al., 2003).
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Figura 6: Estrutura do radical livre DPPH

Outro tipo de teste antioxidante in vitro é o ensaio a base da xantina oxidase (figura
7). Durante o processo de hidroxilagéo da hipoxantina em xantina e depois em &cido urico
(devido a presenga da enzima xantina oxidase) sdo produzidos também o ion superoxido a
partir do oxigénio e peroxido de hidrogénio a partir de 4gua. Na presenca de Fe (Ill) e de
EDTA, o ion superdxido é oxidado a oxigénio molecular, o que reduz o Fe (I11) em Fe (11).
O Fe (Il) é necessaria para a transformagdo, numa segunda reagdo, do peréxido de
hidrogénio em radicais hidroxila. Como radicias hidroxila sdo muito reativos, a
metodologia para quantificacdo dos radicais hidroxila produzidos no teste € baseada na
reacdo de derivatizacdo dos radicais hidroxila com o acido salicilico. Desta maneira, sdo
formados dois compostos estaveis: 2,3- e 2,5-dihidroxi-acido-benzoico (2,3-DHBA e 2,5-
DHBA) (Figura 8), faceis de serem medidos via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (OWEN et al., 1996 e 2000).
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Figura 7: Esquema do ensaio para medir atividades antioxidantes in vitro utilizando o

sistema da xantina oxidase (Owen et al., 1996).

i . ;
O:EH G Q:ZH—OH + HD@SH OH
sdlicilafo 2,3 DHBA 2,5 DHBA

Figura 8: Derivatizacdo dos radicais hidroxila com o &cido salicilico, levando a formagéo
de dois compostos estaveis 2,3- e 2,5-dihidroxi-acido-benzoico (2,3-DHBA e 2,5 DHBA).
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1.6 TESTES DE MUTACAO forward

Os ensaios com levedura tém sido de grande utilidade na determinacdo de agentes
mutagénicos ambientais ou farmacoldgicos e servem para complementar os ensaios de
mutagenicidade realizados em bactérias (TERZIYSKA et al., 2000; ROSA et al, 2007;
ROSA et al, 2004; MOURA et al, 2007). As mutacBes sdo detectadas através da expressao
fenotipica, causada por uma mudanga stbita e hereditaria no genétipo do organismo,
alterando suas caracteristicas. A ocorréncia de mutacdes, no entanto, depende da natureza
da lesdo e das respostas celulares aos danos no DNA, podendo assim ser dividida em dois
grupos: mutages génicas e cromossomicas. As mutacOes génicas sdo alteragbes que
ocorrem na seqiiéncia de nucleotideos do DNA e as cromossdmicas sao as que produzem
alteracdes no namero ou estrutura dos cromossomos (WATERS et al., 1999;
MACGREGOR et al., 2000; DEARFIELD et al., 2002).

AlteracOes génicas, resultantes de um tratamento mutagénico, podem ser facilmente
quantificadas usando-se um marcador fenotipico, como por exemplo, a sensibilidade a
canavanina. Muitas linhagens selvagens expressam um transportador de arginina chamado
Canlp. A canavanina ¢ um analogo estrutural tdxico da arginina. O mesmo transportador
que internaliza a arginina, faz a importacdo de canavanina do ambientes levando as células
a morte. Neste sentido, alteracfes no gene CAN1, induzidas por drogas mutagénicas podem
aumentar a sobrevivéncia das células em presenca de canavanina quando comparadas a
tratamentos ndo mutagénicos (BRENDEL e HENRIQUES, 2001; HUANG et al., 2003). A
linhagem N123 permite a deteccdo deste tipo de mutagdo, chamada mutagdo forward
(REVERS et al., 2002). As células revertentes podem ser detectadas pelo semeamento em

placas contendo meio seletivo na presencga de canavanina.

40



2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Teve-se por objetivo geral, neste estudo, avaliar a atividade antioxidante e
antimutagénica de diferentes extratos secos da planta Malpighia glabra L. comercializados
no pais, bem como do extrato liofilizado da fruta in natura através de ensaios bioldgicos

com a levedura Saccharomyces cerevisiae e metodologias antioxidantes in vitro.

2.2. Objetivos especificos

» Quantificar vitamina C nos diferentes extratos via CLAE (Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia), para a correlacdo com efeitos bioldgicos encontrados em cada extrato.

» Determinar a atividade antioxidante in vivo do extrato liofilizado da fruta in
natura, bem como dos extratos secos comercializados da fruta da planta Malpighia glabra
L, utilizando diferentes linhagens da levedura S. cerevisiae selvagens e isogeénicas,

deficientes em produtos de genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo.

> Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato liofilizados da fruta in
natura, bem como das amostras comerciais de extrato seco de acerola, utilizando a

metodologia & base da hipoxantina/xantina oxidase via CLAE.

> Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato liofilizados da fruta in
natura, bem como das amostras comerciais de extrato seco de acerola, utilizando a

metodologia & base do radical livre DPPH.
» Avaliar a atividade antimutagénica do extrato liofilizado da fruta de Malpighia

glabra L. in natura, utilizando a linhagem N123 da levedura S. cerevisiae como modelo de

estudo.
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> Avaliar a qualidade dos 3 extratos secos da planta Malpighia Glabra L., obtidos
por diferentes fornecedores do pais, baseados nos resultados dos diferentes ensaios

bioldgicos utilizados neste trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparagédo do extrato liofilizado da fruta in natura

A fruta acerola foi adquirida na cidade de S&o Paulo, Estado de Séo Paulo, Brasil,
no més de maio de 2007. A preparacdo do extrato foi realizada no laboratorio de
Farmacognosia da ULBRA. Utilizou-se uma massa de 300g da fruta, as sementes foram
retiradas manualmente e entdo procedeu-se a extracdo por turbdlise utilizando &gua (1/10).
A seguir a solugéo foi filtrada, congelada e levada ao processo de concentragdo por

liofilizacdo.

3.2 Aquisicdo dos extratos secos industrializados da fruta Acerola provenientes de

diferentes fornecedores do pais.

Os extratos secos industrializados foram adquiridos de trés diferentes fornecedores
de extrato seco de Acerola no pais. Na tabela 5 estd apresentada a procedéncia do
fornecedor, a data de validade do extrato e o lote de fabricagdo. As amostras vieram
acompanhadas por laudo de controle de qualidade emitido pelo respectivo fornecedor do

produto.

Tabela 5: Extratos de acerola comercializados utilizados no estudo.

Fornecedores Lote Data de validade Origem

1- Yod Comércio de ] )
produtos Naturais 82656 Janeiro/ 2008 Nacional
(Campinas-SP)
2- Santosflora Comércio )
de ervas Ltda. ACE01/0606 Junho/ 2008 Nacional
(Séo Paulo-SP)
3- Deg Importacdo de )
(S&o Paulo)
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3.3 Anélise cromatogréfica da Vitamina C

A concentracdo de vitamina C nos diferentes extratos industrializados, bem como
do extrato liofilizado da fruta in natura, foi determinada utilizando a metodologia descrita
por PAULO et al., (1999). O equipamento CLAE utilizado é constituido de um mddulo de
separagdo Alliance 2695 e de um detector ultravioleta 2487, ambos da empresa Waters
(Sao Paulo, SP, Brasil). Foram injetados e analisados 5 ul de cada extrato e do composto
puro, vitamina C. O tempo de cada corrida cromatografica foi de 10 min utilizando
metodologia isocratica com fase mével de metanol/agua MilliQ (10:90). O comprimento
de onda utilizado para vitamina C foi de 300nm. A coluna utilizada para separagdo dos
referidos compostos de cada amostra foi uma coluna Gemini® C18, 110A, 150 x 4,6 mm,
5um, da empresa Phenomenex®. Todas as analises cromatograficas foram realizadas em
triplicata e para anélise das quantidades em unidades de absorbancia (AU) foi utilizado o

programa EmPower® da empresa Waters (S&o Paulo, SP, Brasil).
3.4 Avaliacdes bioldgicas
3.4.1 Avaliacéo da atividade antioxidante

Os ensaios antioxidantes foram realizados nos Laboratérios de Genética
Toxicologica e de Farmacocinética do Centro de Pesquisa em Ciéncias Médicas da
ULBRA. Extrato de levedura, Bacto Peptona e Bacto Agar empregados no
desenvolvimento dos ensaios foram de procedéncia Difco® Laboratories (Detroit, M,

Estados Unidos), os solventes e reagentes foram de procedéncia Nuclear® (Diadema, SP,

Brasil), Sigma® (St. Louis, MO, Estados Unidos) e Merck® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
3.4.1.1 Ensaio antioxidante in vivo

Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae (tabela 6) proficientes e

deficientes no sistema de defesa antioxidante (SOD, sodl, sod2, sodlsod2, cat e yapl)
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foram analisadas pelo ensaio de sobrevivéncia. O extrato da fruta e as diferentes amostras

comerciais de extrato seco de acerola foram dissolvidos em &gua para concentracéo final

de 1 mg/mL.

Tabela 6: Linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste estudo.

Linhagens Gendtipo Deficiéncia do sistema Fonte
enzimatico

SOD+ Mata. his3A1 leu2A0 Nenhuma E.B.Gralla,
trp1-289 ura3-52 Los Angeles
sod14 mesmo que SOD+ exceto Cu-Zn superoxido E.B.Gralla,
sod1::URA3 dismutase Los Angeles
sod24 mesmo que SOD+ exceto Mn superoxido E.B.Gralla,
sod2::TRP1 dismutase Los Angeles
sod14sod2A mesmo que SOD+ exceto Todas superdxido E.B.Gralla,
sod1::URA3 sod2::TRP1 dismutases Los Angeles
catlA mesmo que a selvagem Catalase citosolica E.B.Gralla,
BY4741 exceto Los Angeles

catl:: KanMx
yaplA mesmo que a linhagem yAP-1 fator de E.B.Gralla,
selvagem (YPH98) exceto transcricao Los Angeles

yapl:: URA3

Meios e solugdes foram previamente preparados como descrito por BURKE et al.
(2000). O in6culo das diferentes linhagens foi preparado em meio liquido YEL (1% extrato
de levedura, 2% Bacto Peptona e 2% glicose) e mantido em estufa & 30°C por 48 h para
crescimento celular. Meio YEPD contendo 1% extrato de levedura, 2% Bacto Peptona, 2%
Bacto Agar e 2% glicose foi utilizado para as placas na rotina de crescimento celular das

leveduras.

Uma solucéo de NaCl 0,9% foi empregada para diluicdo das suspensdes celulares e
agua destilada estéril para diluicio do H,O, utilizado nos experimentos para testar a
atividade antioxidante. Células tratadas com DMSO e com H,0; (1 mM) foram utilizadas
como controles negativo e positivo, respectivamente (BOEIRA et al., 2002; DELLA
CROCE et al., 2003; LOPES et al., 2004; ROSA et al., 2006).
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A atividade antioxidante da fruta de Malpighia glabra L. foi avaliada pela
sobrevivéncia das leveduras de S. cerevisiae na fase estacionaria de crescimento quando
tratadas com H,0O,. Culturas em fase estacionaria foram obtidas pela inoculagdo de uma
colbnia isolada em meio liquido YEL. Apos 48 h de incubagdo a 30°C, as células foram
agitadas, centrifugadas (5 min, 2500rpm) e ressuspendidas com 5mL de solu¢do NaCl
0,9%. O numero de células foi determinado utilizando uma camara de Neubauer. As
linhagens foram avaliadas por inoculacdo de 2x10"células/mL por 1 h a 30°C, contendo
NaCl 0,9%, as diferentes doses do extrato (50, 100, 250 e 500 uL/mL) e o agente oxidante
(100 pL H,0, 1mM). Para a determinacgdo das células sobreviventes, aliquotas das células
tratadas foram diluidas apropriadamente e plaqueadas (100 uL) em meio YEPD. Células
sobreviventes foram contadas apds incubagdo a 30°C por 48 h (BOEIRA et al., 2002;
LOPES et al., 2004). O percentual de sobrevivéncia foi calculado em relagdo ao nimero de
coldnias sobreviventes no controle negativo. Os ensaios foram realizados em triplicata e os

dados representam a média das contagens dos experimentos.

3.4.1.2 Ensaio antioxidante in vitro

3.4.1.2.1 Método da hipoxantina/xantina oxidase

O método a base da hipoxantina/xantina oxidase, empregado para a analise em
CLAE, foi baseado no método descrito por OWEN e colaboradores (1996). O ensaio é
feito atraves da incubacdo de hipoxantina, da enzima xantina-oxidase, na presenga de Fe
(111), EDTA e de écido salicilio, em banho-maria de 37°C durante 3 horas, na presenca do
extrato de interesse (extrato seco da fruta). Depois, 30 pl de cada amostra serdo analisados
via CLAE. Foi utilizada uma coluna de fase reversa pBondapack C18 (300x3,9 mm — 4
pum) da empresa Waters (Sao Paulo, SP) e a anélise foi feita utilizado um gradiente a base
dos solventes &gua/acido acético (95:5) e metanol, com fluxo de 1ml/min durante 21
minutos. A deteccdo do 2,3-DHBA e do 2,5-DHBA foi realizada em 325nm.
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Em paralelo as amostras formam analisadas em um comprimento de onda de
278nm para monitorar e determinar a quantidade de é&cido Urico, o produto da reagdo
enzimética, 0 que mostra que a enzima presente no ensaio enzimatico esta funcionando ou
que sua atividade ndo foi comprometida/prejudicada devido & presenca do extrato ou

composto de interesse.

3.4.1.2.2 Ensaio a base de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

O teste antioxidante a base do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
baseia-se na capacidade do antioxidante em doar hidrogénio para o DPPH provocando a
varredura deste radical livre e modificando a coloracdo da solucéo. Trata-se de um teste in
vitro, no qual 200 pl da amostra a ser investigada sdo misturados com 800 pl de tampé&o
Tris-HCI (100 mM) e 1000 pl de uma solugéo estoque de DPPH (500 uM). Depois de 20
minutos de incubacdo, 1 ml da mistura é diluido com 1,5 ml de metanol e entdo medida a
absorbancia em um comprimento de ondas de 517nm, utilizando um espectrofotometro
(YAMAGUCHI et al., 1998).

O percentual de captagdo do radical DPPH foi calculado conforme a seguinte

formula:

|n|b|(}€l0 de DPPH (%) = [(AbS controle — Abs.amostra) - AbS controle X 100]

Apo6s a avaliagdo da faixa de concentracdo ideal, calculou-se a concentragdo do
extrato necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH (ICsp) por analise de regressao
linear (CARBONARI, 2005). Além disso, foi determinada a capacidade antioxidante de
cada extrato em relacdo & vitamina C, comparando os valores de IC50 de cada extrato com
o0 valor do IC50 da vitamina C, utilizando metodologia citado por SAITO et al., 2007.

3.4.2 Teste de Mutacao Forward

Para os ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade, utilizou-se a linhagem

N123 de S. cerevisiae. Em frasco de Erlenmeyer contendo 30mL de YEL foi inoculada
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uma colodnia isolada dessa linhagem e colocada para crescer em ‘shaker’ (incubadora com
agitacdo orbital — LABLINE), a 180rpm e 30°C, durante 48 horas, para atingir a fase
estacionéria. As culturas assim mantidas atingiam uma concentracdo de 2 x10® céls/mL.
Posteriormente, esta suspensdo foi passada para um tubo Falcon de 50mL e centrifugada
por 5 minutos a 5000rpm. ApGs esta primeira centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante e
adicionou-se 20mL de solucdo salina, seguido de centrifugacdo para lavagem das células.
Este procedimento foi repetido duas vezes. As células foram entdo contadas em cAmera de
Neubauer no microscépio optico e foram feitas as diluicbes necessérias para se obter &
concentragdo celular desejada para o tratamento. A linhagem em fase estacionaria foi
incubada com quantidades crescentes do extrato (50-500uL/mL) durante 2 horas sendo
semeadas posteriormente em meio contendo canavanina. Apds 3 a 5 dias de incubagdo a
30°C, as colonias foram contadas. Para o ensaio de antimutagénese, a linhagem foi
incubada com 4mM de perdxido de hidrogénio (H,O;) e concentracBes crescentes dos
extratos, sendo posteriormente analisadas conforme o experimento anterior. Determinou-se
a sobrevivéncia através de semeadura em meio rico YEPD, ap6s 3-5 dias de crescimento
em estufa a 30°C. Todos estes experimentos foram feitos em triplicata para cada dose

testada.
3.5 Anélise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o teste Anova One-Way
Tukey multipla comparacdo. Os valores calculados estdo expressos como média + desvio

padrdo e os considerados estatisticamente significativos destacados com *P<0,05 ou
**p<0,01.
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise cromatografica da Vitamina C

Foram determinadas por CLAE, as quantidades de vitamina C em cada extrato,
os resultados destas andlises sdo apresentados na figura 9. A figura 9a mostra o
cromatograma da andlise cromatogréafica de 5 pl de uma solugéo de 10 mg/ml de vitamina
C pura. As figuras 9b, 9c e 9d, mostram os cromatogramas das analises cromatograficas
dos extratos industrializados 1, 2 e 3, obtidos comercialmente, e do extrato liofilizado da
fruta in natura (figura 9e). Cada cromatograma reflete a injecéo de 5 pl de solucéo de 10
mg/ml do respectivo extrato de acerola. O tempo de retencdo da vitamina C pura,
utilizando um solvente isocratico a base de metanol/agua Milli Q (10:90), fluxo de 1
ml/min e detec¢cdo em um comprimento de ondas em 300nm era de 1,42 min (figura 9a). J&
0s tempos de retencdo da vitamina C nos extratos 1, 2, 3 (figuras 9b, 9c e 9d,
respectivamente) e do extrato da fruta in natura (figura 9e) eram de 1,41 min, 1,42 min,
1,42 min e 1,48 min, mostrando uma boa reprodutividade da metodologia descrito por
PAULDO et al. (1999).

As quantidades da vitamina C foram definidas a base da curva padréo da
vitamina C (figura 10), que mostrou linearidade entre 0,5 pg e 100 pg de vitamina C. As
quantidades da vitamina C encontradas nos extratos de 1, 2, 3 e no extrato aquoso in
natura foram de 10,1pg, 5,2upg, 4,3ug e 26,6pg de vitamina C. Transformando estas
quantidades de vitamina C em concentragdes de vitamina C nos respectivos extratos, foram
obtidos os seguintes valores: 0,20 mg, 0,10 mg, 0,09 mg e 0,53 mg de vitamina C por mg

de extrato 1, 2, 3, e do extrato da fruta in natura, respectivamente.
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Figura 9: Cromatogramas da vitamina C das amostras: a) 5 pl de uma solugéo de 10
mg/ml vitamina C pura; b) 5 pl de uma solucdo de 10 mg/ml do extrato 1; c) 5 pl de uma
solucéo de 10 mg/ml do extrato 2; d) 5 pl de uma solugéo de 10 mg/ml do extrato 3; €) 5 pl

de uma solugéo de 10 mg/ml do extrato da fruta in natura.
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Figura 10: Curva padrdo da vitamina C mostrou-se linear entre 0,5 e 100 pg .
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4.2 Avaliacdes bioldgica

4.2.1 Atividade antioxidante

4.2.1.1 Ensaio antioxidante in vivo

Com base nos resultados encontrados foi possivel determinar a sobrevivéncia das
linhagens de S. cerevisiae proficiente e deficientes em defesas antioxidantes (sodl, sod2,
sod1sod2, cat e yapl), incubadas com diferentes doses (50 a 500 puL/mL) dos diferentes
extratos da fruta acerola e expostas ao perdxido de hidrogénio (1mM) em fase estacionaria
de crescimento. Os resultados obtidos mostram claramente que a incubacéo das linhagens
com extrato liofilizado da fruta, bem como das amostras comerciais de extrato sexo de
acerola resultou em uma significativa acdo antioxidante, principalmente no extrato
liofilizado da fruta in natura, o qual apresentou um forte aumento da sobrevivéncia nas

linhagens de S. cerevisiae quando expostas ao H,O,.

100 * % 0
S * EEEE 50

75 - * % *E
g s R EESEEE1 100
5 B 250
£ °07 _ E==500
) =
= :
2% .=:

0 e . I

sodl sod2 sodlsod2 catl yapl
linhagens

Figura 11: Ensaio de sobrevivéncia com células de S. cerevisiae na fase estacionaria apos
tratamento com extrato liofilizado da fruta acerola in natura. Os resultados representam a
media dos experimentos realizados em triplicata, sendo considerados estatisticamente

significativos *P<0,05 e **P<0,01 em relagdo a Tukey.
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Figura 12: Ensaio de sobrevivéncia com células de S. cerevisiae na fase estacionaria apos
tratamento com extrato 1. Os resultados representam a média dos experimentos realizados
em triplicata, sendo considerados estatisticamente significativos *P<0,05 e **P<0,01 em

relacdo a Tukey.
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Figura 13: Ensaio de sobrevivéncia com células de S. cerevisiae na fase estacionaria apos
tratamento com extrato 2. Os resultados representam a média dos experimentos realizados
em triplicata, sendo considerados estatisticamente significativos *P<0,05 e **P<0,01 em

relagdo a Tukey.
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Figura 14: Ensaio de sobrevivéncia com células de S. cerevisiae na fase estacionaria apos
tratamento com extrato 3. Os resultados representam a média dos experimentos realizados
em triplicata, sendo considerados estatisticamente significativos *P<0,05 e **P<0,01 em

relagdo a Turkey.

4.2.1.2 Ensaios antioxidantes in vitro

4.2.1.2.1 Ensaio & base da hipoxantina/xantina oxidase

Para avaliar a atividade antioxidante in vitro, foi utilizado o teste antioxidante a
base da hipoxantina/xantina oxidase. Através desta metodologia é realizado um
monitoramento da producédo de &cidos diidroxi-benzéicos (DHBA) devido a um processo
de derivatizacdo dos radicais hidroxila com a molécula &cido salicilico. O referido teste
produz radicais hidroxila, que podem ser seqiiestrados tanto pelo acido salicilico, como por

compostos antioxidantes, presentes em extratos de plantas. Quanto mais forte a competigéo

54



por parte dos compostos potencialmente antioxidantes, menor serd producdo dos DHBA's
(OWEN et al., 1996). A figura 15 mostra uma inesperada atividade pro-oxidante de todos

0s extratos testados de forma dose-dependente.

2500- .
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2000 —— extrato acerola 2
S —— extrato acerola 3
< 15007 __—— fruta liofilizada
% ——\itamina C
O 1000+
500
O T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

concentracao (mg/mL)

Figura 15: Resultados do teste antioxidante a base da hipoxantina/xantina oxidase.

A figura 15 mostra uma forte atividade pro-oxidante in vitro, para os extratos
comercializados 1, 2 e 3, o extrato da fruta in natura e vitamina C pura. Os resultados
representam a média dos experimentos realizados em triplicata, sendo considerados

estatisticamente significativos p< 0,001.

Para excluir a possibilidade de que a faixa de concentragdo de 0,1 a 2mg/mL
proporcione atividade pré-oxidante, enquanto doses menores poderiam demonstrar
atividade antioxidante, foi feito um segundo ensaio testando novas concentragdes de
0,0001mg/mL, 0,001mg/mL e 0,01mg/mL (tabela 7), além das concentragdes ja testados
anteriormente. A concentracdo mais baixa ndo demonstrou efeito pré-oxidante nem efeito
antioxidante. J& nas concentragdes de 0,00lmg/mL e 0,0lmg/mL foi demonstrada
diretamente uma atividade pré-oxidante, pois foi constatada um aumento consideravel na
formacdo dos dois compostos DHBA. Este aumento é dose-dependente, pois aumenta,
conforma o aumento da concentragdo dos diferentes extratos ou da vitamina C pura no

referido teste.
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Tabela 7: Avaliagdo da atividade pro-oxidante e/ou antioxidante dos diferentes extratos da

Acerola, e da vitamina C pura, utilizando o teste a base da hipoxantina/xantina oxidase.

Concentragdo Extrato 1 Extrato 2 Extrato 3 Extrato fruta  Vitamina C
no teste Seco Seco Seco in natura
0,0001 mg/ml 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
101 % 101 % 101 % 100 % 101 %
100 % 100 % 100 % 100 % 99 %
0,001 mg/ml 100 % 100 % 99 % 100 % 102 %
99 % 101 % 100 % 101 % 101 %
100 % 102 % 101 % 100 % 101 %
0,01 mg/ml 150 % 121 % 147 % 150 % 434 %
149 % 122 % 148 % 152 % 436 %
147 % 122 % 156 % 152 % 435 %
0,1 mg/ml 416 % 309 % 409 % 421 % 1325 %
416 % 311 % 407 % 421 % 1327 %
418 % 312 % 406 % 422 % 1325 %
0,25 mg/ml 814 % 560 % 746 % 774 % 1950 %
824 % 563 % 745 % 775 % 1947 %
813 % 564 % 743 % 775 % 1950 %
0,5 mg/ml 1240 % 865 % 1002 % 1112 % 2211 %
1183 % 866 % 1004 % 1114 % 2212 %
1186 % 866 % 1004 % 1114 % 2212 %
1 mg/ml 1543 % 1201 % 1278 % 1361 % 2475 %
1545 % 1196 % 1279 % 1357 % 2476 %
1559 % 1199 % 1277 % 1359 % 2475 %
2 mg/ml 1785 % 1500 % 1432 % 1425 % 2644 %
1827 % 1502 % 1433 % 1428 % 2635 %
1789 % 1501 % 1433 % 1429 % 2634 %

Estes resultados pro-oxidantes podem ser explicados devido a presenca de altas
concentragBes do fon ferroso (Fe'?), presente nos reagentes da metodologia, o que
inviabiliza o teste antioxidante, pois nestes condic¢des a vitamina C vira um “formador” de

radicias hidroxila.
4.2.1.2.2 Ensaio a base do radical livre DPPH

Os resultados obtidos dos testes frente ao método do radical livie DPPH sdo
apresentados na figura 15 e na tabela 7 e permitem fazer uma comparagdo do potencial

antioxidante entre os extratos secos de acerola comercializados no pais e o extrato

liofilizado da fruta in natura.
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Figura 16: Resultados do teste antioxidante a base do radical livre DPPH. Os resultados
representam a média dos experimentos realizados em triplicata, sendo considerados

estatisticamente significativos p< 0.001.

Com base nos resultados, foi constatada uma significativa atividade antioxidante
para todos os extratos testados de forma dose-dependente. Dentre estes, observou-se a
maior atividade no extrato da fruta in natura, com um ICsy = 27,64 pug/mL, seguido pelo
extrato 1 (1Cso = 28,51 pg/mL), o extrato 2 (ICso = 33,48 pg/mL) e o extrato 3 mostrou uma
ICs0 = 36,35 pg/mL.

A atividade antioxidante in vitro da vitamina C pura, foi testada utilizando o mesmo
teste a base do radical livre DPPH. O 1Cs encontrada para inibi¢do do radical livre DPPH

foi de 3,85 pg/mL, conforme mostra a figura 17.
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Figura 17: Resultados da atividade antioxidante da vitamina C, a base do radical livre
DPPH. Os resultados representam a média dos experimentos realizados em triplicata,

sendo considerados estatisticamente significativos p< 0.001.

Para comparar os diferentes valores de ICso dos extratos testados, em relagédo ao
ICso da vitamina C, foi dividido o valor do 1Cso de cada extrato pelo I1Cs, da vitamina C.

Os respectivos resultados sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Valores de ICso dos diferentes extratos testados, em relagdo a 1Cso da vitamina
C.

Extrato / Composto ICso (g/mL) ICso extrato / 1Cs vitamina C
Fruta liofilizada in natura 27,64 7,18
1 28,51 7,41
2 33,48 8,70
3 36,35 9,44
vitamina C 3,85 1,00
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4.2.2 Teste de Mutagéo Forward

Como pode ser visto na tabela 9, através do ensaio para detecgdo de mutacéo
forward em linhagem N123, o extrato liofilizado da fruta in natura ndo induziu

mutagenicidade em S. cerevisiae em nenhuma das concentragdes avaliadas.

Tabela 9: Inducdo de Mutacdo Forward em linhagem N123 de S. cerevisiae apos

tratamento com extrato liofilizado da fruta in natura em fase estacionaria de crescimento.

Substancia Dose Sobrevivéncia (%) Can/107 sobreviv.?
CNP 0 100 (329)° 4,25 + 4,35°
4ANQO" 0,5ug/mL 50,28 (88) 34,4 + 3,12%**
Extrato Liofilizado 50uL 74,70 (246) 6,17 + 2,92
Acerola in natura
100uL 77,91 (257) 6,22 + 1,01
250uL 85,83 (283) 5,75+ 3,51
500pL 96,00 (316) 4,63 + 3,51

# Revertentes Locus especifico; b Controle Negativo; ¢ Nimero de coldnias; 4 Controle
positivo; ® Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes; Dados significantes
em relagéo ao controle negativo (solvente) onde *** P<0.001/ One-way ANOVA-Tukey’s
multiple comparison test.

Na tabela 10, verifica-se que o tratamento do extrato apresentou um aumento na
sobrevivéncia da linhagem N123 durante o tratamento com H,0,, reduzindo

simultaneamente o nimero de revertentes para mutacao forward.
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Tabela 10: Inducdo de Mutacdo Forward em linhagem N123 de S. cerevisiae apos

tratamento com H,0, e extrato liofilizado da fruta in natura, por 1 h em fase estacionaria

de crescimento.

Substancia Dose Sobrevivéncia (%) Can/107 sobreviv.?
CNP 0 100 (243)° 1,78 +2,15°
H,0,° 4 mM 13,28 (33) 13,39 +£2,51
Extrato Liofilizado 50uL+ H20, 15,06 (37) 12,71+1,52
Acerola in natura
100uL+ H,0, 50,42 (122) 9,46 £+ 2,88**
250pL+ H,0, 110,33 (268) 8,93 £ 6,55**
500uL+ H,0, 138,50 (337) 8,60 £ 5,56**

# Revertentes Ldcus especifico; b Controle Negativo; ¢ Nimero de coldnias; 4 Controle
positivo; © Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes; Dados significantes
em relacdo ao controle positivo (peroxido de hidrogénio) onde **P<0.01/ One-way

ANOVA-Tukey’s multiple comparison test.
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5 - DISCUSSAO GERAL

A familia Malpighiaceae é geralmente encontrada em regibes tropicais sendo
formada por aproximadamente 800 espécies, distribuidas em 60 géneros. Apesar desse
grande nimero de especies vegetais, pouco é conhecido acerca da constituicdo quimica e
atividades bioldgicas da familia. Poucos trabalhos na literatura reportam a presenga, em
geral, de triterpenos, flavondides e esterdides em algumas espécies (DAVID e SANTOS,
2003). No Brasil, a maior parte das espécies da familia Malpighiaceae é conhecida por ser
utilizada com finalidade terapéutica e como alimento. Desse modo, ha uma crescente
necessidade de mais estudos fitoquimicos com essas espécies (DAVID e SANTOS, 2003).
A acerola € um fruto pertencente a familia Malpighiaceae, o qual apresenta grande
interesse em funcdo de seu alto teor de vitamina C, do elevado nimero de safras anuais e

do grande potencial de exportagao.

Os beneficios obtidos na utilizacdo terapéutica da vitamina C em ensaios biologicos
com animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela exposicdo as radiagdes
e medicamentos (AMARA-MOKRANE et al., 1996). Os estudos epidemioldgicos também
atribuem a essa vitamina um possivel papel de protecdo no desenvolvimento de tumores
nos seres humanos (LUPULESCU, 1993; DUTHIE et al., 1996). Contudo, a recomendacao
de suplementacdo dessa vitamina deve ser avaliada especificamente para cada caso, pois
existem muitos componentes orgénicos e inorganicos nas células que podem modular a

atividade da vitamina C, afetando sua agao antioxidante.

Embora a acerola seja amplamente utilizada na dieta humana, ainda sdo poucos 0s
estudos farmacoldgicos que garantam seu efeito terapéutico e sua toxicidade. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antioxidante e antimutagénica de

diferentes extratos da fruta da planta Malpighia Glabra L.

Devido a alta concentracdo de vitamina C presente na acerola, citada anteriormente,
foi realizado o doseamento desta vitamina em todos os extratos em estudo por CLAE.
Conforme a figura 9, o extrato liofilizado da fruta in natura demonstrou a maior
concentracdo da vitamina C, seguido pelos extratos 1,2 e 3. Os resultados apresentaram

uma notavel diferenca entre as amostras, estando a vitamina C presente em todos 0s
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extratos, embora em diferentes concentragdes. Pode-se assim fazer um comparativo entre a
concentragdo de vitamina C encontrada em cada extrato e as atividades bioldgicas

mostradas nos testes realizados posteriormente.

A atividade antioxidante foi determinada através de ensaios bioldgicos in vivo com
a levedura Saccharomyces cerevisiae e através de duas metodologias in vitro, sendo elas o

ensaio a base da hipoxantina/xantina oxidase e o ensaio a base do radical livre DPPH.

O ensaio in vivo foi realizado utilizando linhagens da levedura Saccharomyces
cerevisiae proficientes e deficientes no sistema de defesa antioxidante (SOD, sod1, sod2,
sod1lsod2, cat e yapl), por meio de um ensaio semiquantitativo realizado através da
inibicdo de crescimento. O modelo de resposta citotoxica em S. cerevisiae, através do teste
de inibicdo de crescimento é uma estratégia simples e muito sensivel para avaliagcdo do
efeito bioldgico de substancias naturais e sintéticas em tratamentos diversos (PICADA et
al., 2000; ROSA et al., 2004; ROSA et al, 2006; MOURA et al, 2007).

Como demonstrado nas figuras 11, 12, 13 e 14, o tratamento realizado com
diferentes amostras da planta Malpighia glabra L. protegeu as linhagens de S. cerevisiae
contra os danos oxidativos provocados pelo H»O;, sendo observado uma forte agéo
antioxidante principalmente para o extrato da fruta liofilizada in natura. Este efeito
protetor é evidenciado por um aumento na sobrevivéncia celular da maioria das linhagens,
independente de defesa antioxidante em falta. A partir disso, a atividade encontrada nestes
extratos pode ser atribuida a presenca de compostos ja descritos na literatura presentes na
fruta como vitamina C, diferentes carotenos, dentre eles o licopeno e flavondides como a
rutina, que apresentam comprovada capacidade de sequestrar radicais livres com grande

eficiéncia.

Na presenca de ions ferro, o H,O, pode originar um dos intermediarios mais
reativos do oxigénio, o radical OH" através da reacdo de Fenton (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000). Em condicBes aerdbicas de crescimento os mutantes sodlA e
sod2A apresentam niveis maiores de ferro (até 5 vezes), assim como a duplo mutante

sod14sod24 (até 9 vezes), detectado por Ressonancia Paramagnética de Elétron (EPR), em
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relacdo aos niveis basais da linhagem selvagem isogénica (SRINIVASAN et al., 2000).
Além disso, o gene SOD1 é regulado pelo fator de transcricdo Acel, o qual controla a
inducéo do gene CUP1 (que codifica uma metalotioneina) em resposta a niveis elevados de
cobre (GRALLA et al., 1991), sugerindo defesa a radical superoxido e homeostase de
metais (MARIS et al., 2000). Portanto, com base nos resultados obtidos nestes mutantes,

pode-se sugerir uma possivel agdo dos compostos presentes na fruta sobre o radical OH".

Contudo, os extratos ndo foram capazes de aumentar a sobrevivéncia da linhagem
yapl apos tratamento com H,O,. O fator Yapl é muito importante na ativagdo da
expressdo génica de enzimas antioxidantes envolvidas em processos de estresse oxidativo,
e somente antioxidantes potentes sdo capazes de proteger esta linhagem nesse modelo de
estudo (IKNER e SHIOZAKI, 2005).

Uma vez que todos os extratos demonstraram atividade antioxidante in vivo através
do ensaio com S. cereviseae, decidiu-se avaliar a atividade antioxidante in vitro utilizando
0 ensaio a base da hipoxantina/xantina oxidase. Neste ensaio, foi verificada uma forte
capacidade pro-oxidante para todos os extratos, o que pode ser explicado pela presenca do
metal de transicdo Fe®* na metodologia. Estudos in vitro mostram que a vitamina C na
presenca de metais de transi¢do, tais como o ferro, pode atuar como uma molécula pro-
oxidante e gerar os radicais peroxido e hidroxila. A reacdo de Fenton, reducéo de peroxido
de hidrogénio por Cu'* ou Fe®* a radical hidroxila, é favorecida na presenca de vitamina C,
sendo capaz de reduzir os metais de transigdo, tornando-os aptos para esta reacdo. Quando
o Fe*? (forma ferrosa) reduz o H,0, para gerar o radical hidroxila o Fe*? é convertido em
Fe*? (forma férrica), a vitamina C converte o Fe** novamente para Fe*? possibilitando assim
mais um ciclo de geracdo do radical hidroxila & base de Fe*? (AISEN et al., 1990,
HERBERT e JAYATILLEKE, 1996).In vivo os metais encontram-se complexados,
portanto, indisponiveis (HALLIWELL, 1999). Ja& em situacOes patologicas em que a
quantidade de ferro efou cobre livre estd elevada, por exemplo, talassemias,
hemocromatose e injuria tecidual, a atividade pro-oxidante pode ser relevante (HERBERT
e JAYATILLEKE, 1996).
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A importancia relativa ao desempenho de antioxidantes depende de diversos
fatores, tais como o tipo de radical livre formado, onde e como séo gerados estes radicais,
componentes quimicos empregados nas diferentes metodologias e doses ideais para obter
protecdo. Assim, € perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em um
determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as lesdes
induzidas em outros sistemas, ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995).

A partir destes resultados pro-oxidantes do ensaio & base da hipoxantina/xantina
oxidase , que diferem do teste in vivo, utilizou-se uma segunda técnica in vitro a base do
radical livre DPPH. Os resultados encontrados neste segundo teste indicam que todos 0s
extratos testados apresentaram uma agdo antioxidante, ocorrendo principalmente no extrato

liofilizado da fruta in natura, que apresentou maior atividade sobre o radical livre DPPH.

Frente aos testes realizados, é importante destacar que o extrato liofilizado da
planta in natura demonstrou atividade antioxidante e concentracdo de vitamina C
significantemente superiores a todas as amostras de extrato seco comercializadas no pais.
Além disso, estes extratos apresentaram diferengas marcantes entre si, tanto nos ensaios de
atividade antioxidante como nas concentragfes de vitamina C. Como observado nos
cromatogramas do doseamento da vitamina C (figura 9), os extratos adquiridos de
diferentes fornecedores apresentam diversos picos que ndo se sobrepde, demonstrando
possivel presenca de distintos compostos em cada amostra. Este fato pode ser decorrente
de possiveis influéncias, tais como o processo de producéo do extrato, bem como a forma
de armazenamento, temperatura e transporte. Assim, os resultados deste estudo colocam
em duavida a qualidade dos atuais fornecedores de extratos secos de acerola encontrados no

pais.

Algumas das substancias presentes nos alimentos e vegetais podem ter efeitos
mutagénicos e/ou carcinogénicos, isto é, podem induzir mutagcbes do DNA e/ou podem
favorecer o desenvolvimento de tumores enquanto outras podem atenuar ou anular estes
efeitos (ANTUNES & ARAUJO, 2000). Apdés a observacdo inicial de efeitos
antimutagénicos de certos vegetais, varios compostos tém sido isolados de plantas e

testados quanto & acéo protetora sobre leses induzidas no DNA (KADA et al., 1978). O

64



termo “antimutagénico” foi usado originalmente por NOVICK e SZILARD em 1952 para
descrever os agentes que reduzem a frequéncia de mutagdo espontanea ou induzida,
independente do mecanismo envolvido (VON BORSTEL et al., 1996).

Os mecanismos de agdo dos agentes antimutagénicos foram classificados em dois
processos maiores, denominados desmutagénese e bio-antimutagénese. Na desmutagénese,
0S agentes protetores, ou antimutagénicos, atuam diretamente sobre os compostos que
induzem mutacBes no DNA, inativando-0s quimica ou enzimaticamente, inibindo ativacéo
metabolica de pro-mutagénicos ou seqiestrando moléculas reativas. Na bio-
antimutagénese, 0s antimutagénicos atuam sobre o processo que leva a inducéo de
mutacdes, ou reparo das lesdes causadas no DNA (KADA et al., 1978). Posteriormente,
uma outra classificacdo mais detalhada foi sugerida, considerando o modo de agdo dos
antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos, bem como o ambiente de agdo, extra ou
intracelular (De FLORA & RAMEL, 1988). O potencial antimutagénico de uma substancia
pode ser avaliado em sistemas bioldgicos diversos, 0s mesmos empregados para o estudo e
identificacdo dos agentes mutagénicos. Em qualquer desses sistemas-teste, o tratamento
com 0s agentes mutagénicos, que induzem as mutacdes, e com 0s antimutagénicos, que
podem inibir o aparecimento de lesdes no DNA, pode ocorrer simultaneamente ou em
momentos diferentes, por meio de pré ou poés-tratamento. Os agentes antimutagénicos
usados em pré-tratamento ou tratamento simultdneo podem atuar como agentes
desmutagénicos. A efetividade do agente antimutagénico no pos-tratamento sugere que ele
esteja atuando pelo mecanismo de bio-antimutagénese e estaria relacionado ao processo de
reparo das mutagbes (WATERS et al., 1996). Muitos compostos antimutagénicos
encontrados nos alimentos sdo agentes antioxidantes e atuam seqiiestrando os radicais
livres de oxigénio, quando administrados como pré-tratamento ou nos tratamentos

simultdneos com o agente que induz as mutacdes no DNA.

Espécies reativas de oxigénio produzem uma série de lesdes no DNA, danificando
bases, deoxiriboses, causando quebras simples de cadeia, criando sitios apurinicos e
pirimidinicos (sitios AP) e liga¢des cruzadas entre DNA e proteinas por uma série de
mecanismos (DIZDAROGLU, 2005). Com base nisto e nos resultados encontrados nos

testes antioxidantes, avaliou-se também neste trabalho a capacidade protetora ao DNA do
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extrato liofilizado da planta Malpighia glabra L. in natura pelo ensaio de

antimutagenicidade na levedura S. cerevisiae.

Para determinacdo dos efeitos mutagénico e antimutagénico da fruta acerola, foi
utilizada a linhagem de levedura N123. Como mostrado nas tabelas 9 e 10, 0 extrato
liofilizado da fruta in natura ndo induziu dano mutagénico nas doses e condig¢des de
tratamento utilizado. Contudo, o extrato apresentou forte acdo antimutagénica contra danos
oxidativos induzidos pelo peroxido de hidrogénio em linhagem N123, verificado
principalmente por um aumento na sobrevivéncia celular. Neste caso, este efeito protetor
dos extratos contra danos induzidos por H,O, no DNA seja devido a uma agéo
antioxidante, provavelmante relacionada a presenca de alto teor de vitamina C, que estaria

agindo como seqiestrador de ERO, especialmente sobre radical OH".

Em resumo, nossos resultados indicam que os diferentes extratos industrializados, bem
como o extrato liofilizado da fruta in natura possuem significativa atividade antioxidante
in vivo e in vitro. O estudo demonstrou também que a fruta in natura possui um maior
potencial antioxidante do que os demais extratos testados. Isso nos leva a acreditar que a
utilizagdo da fruta in natura na dieta humana, traz mais beneficios do que o uso de
produtos derivados da fruta. Neste trabalho encontra-se o primeiro relato da atividade
antimutagénica da fruta acerola em um modelo in vivo. Acredita-se que a agéo
antimutagénica encontrada esteja relacionada a atividade seqiestradora de radicais livres

detectada pelo ensaio em S. cerevisiae e ensaio in vitro a base do DPPH.
Baseado nos resultados encontrados, torna-se fundamental a futura identificagéo

dos compostos presentes na Acerola, responsaveis pelas atividades encontradas, como

forma de garantir a eficacia e seguranca para uso popular na dieta humana.
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