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RESUMO

Malpighia emarginata DC. conhecida como acerola € um fruto bastante
consumido no Brasil por seu alto teor de antioxidante. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e GPx) nos eritrocitos e a
peroxidacao lipidica em figado de camundongos alimentados com suco de acerola
(clone BRS 238-frutacor) e submetidos a uma sessdo exaustiva de natacgao.
Determinou-se no suco e na polpa de acerola teores de antioxidantes. Agua, suco de
acerola, ou acido ascorbico foram administrados (via intragastrica) aos camundongos
por 30 dias consecutivos. Os animais foram distribuidos em 4 diferentes grupos
(n=10): 4gua, aguatexercicio, suco+exercicio e acido ascorbico+exercicio. Apos 30
os dias, os camundongos foram submetidos a uma sessao exaustiva de natacéo e
uma hora depois retirou-se uma aliquota de sangue para a analise da atividade das
enzimas SOD e GPx nos eritrécitos e em seguida foram eutanasiados e retirados 0s
figados para analise da peroxidacdo lipidica. Os valores dos antioxidantes:
antocianinas, flavonais, vitamina C, polifendis e atividade antioxidante total para suco
e polpa que foram respectivamente: 18,9 + 0,004 mg/ 100 g e 34,6 £ 0,002 mg/ 100 g;
11,3 £ 0,003 mg/ 100 g e 22,3 + 0,00 mg/ 100 g; 718 + 0,033 mg/ 100 g e 1.453 +
0,088 mg/100 g; 659 + 4 mg/100 g e 1.153,34 + 0 mg/100 g; e 18,5 £ 1,5 uM Trolox/
mL e 36,24 = 0,65 uM Trolox/ mL. A atividade das enzimas SOD e GPx nos grupos
agua, agua+texe, suco+exe e AA+exe variaram em U/g Hb respectivamente de 875,7,
a 873,7; 920 a 447,4; 52,5 a 55,78 e 54,34 a 68,32. Os resultados mostram que tais
atividades ndo foram alteradas mostrando que o exercicio ndo gerou danos oxidativos
e que o0 suco de acerola nao influenciou na atividade dessas enzimas. O estresse
oxidativo basal foi atenuado pelo &cido ascorbico quando determinou-se a atividade
da SOD. A peroxidacao lipidica hepética, nos grupos agua, agua+exe, suco+exe e
AA+exe em nmol/g de tecido foi respectivamente de 179,5, 227,2, 158,8 e 188,7
revelando estresse em resposta ao exercicio e o tratamento com suco de acerola
induziu maior protecdo que o grupo controle. Conclui-se que os danos oxidativos
gerado pelo exercicio parecem depender do tecido alvo, das enzimas avaliadas e do

animal objeto de estudo.

Palavras chaves: antioxidantes, estresse oxidativo e exercicio fisico
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ABSTRACT

Malpighia emarginata DC. known as “Acerola”, is a widely consumed fruit in Brazil for
its high antioxidant content. The objective of this study was to evaluate the activity of
antioxidant enzymes (SOD and GPx) in erythrocytes and lipid peroxidation in livers of
mice fed with acerola juice (BRS 238-frutacor) and subjected to exhaustive swimming
session. The levels of antioxidants were determined in the juice and in the pulp.
Water, acerola juice or ascorbic acid were administered (intragastrically) to mice for
30 consecutive days. The animals were divided into 4 groups (n = 10): water, water +
exercise, exercise and juice ascorbic acid + exercising. After 30 days, the mice were
subjected to an exhaustive session of swimming and an hour later an aliquot of blood
was withdrawn for analysis of the enzymes SOD and GPx in erythrocytes. Then, the
mice were euthanized and had their livers removed for analysis of lipid peroxidation.
The values of antioxidant: anthocyanins, flavonols, vitamin C, polyphenols and total
antioxidant activity for juice and pulp were respectively: 18.9 + 0.004 mg / 100 g, 34.6
+0.002 mg /100 g, 11.3 £ 0.003 mg / 100 g and 22.3 £ 0.00 mg / 100 g, 718 + 0.033
mg / 100 g and 1453 + 0.088 mg/100 g, 659 + 4 mg/100 g and 1153.34 = 0 mg/100 g,
and 18, 5 £ 1.5 mM Trolox / ml and 36.24 + 0.65 mM Trolox / mL. The activity of the
enzymes SOD and GPx groups in water, exe + juice + and AA + exe exe ranged in U
/ g Hb, respectively, 875.7, 873.7, 920, 447.4 and 52.5, 55, 78, 54.34 and 68.32. The
results show that such activities were not changed showing that exercise did not
cause oxidative damage and that the acerola juice did not influence the activity of
these enzymes. The basal oxidative stress was attenuated by ascorbic acid when it
was determined the activity of SOD. The hepatic lipid peroxidation in groups water,
exe + juice + and AA + exe in nmol / g tissue were respectively 179.5, 227.2, 158.8
and 188.7, revealing stress in response to exercise and treatment with acerola juice
induced greater protection than the control group. It is concluded that oxidative
damage generated by the exercise seems to depend on the target tissue, enzymes
evaluated and the animal under study.

Keywords: antioxidants, oxidative stress and exercise
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma extenséo territorial de 8.512.965 km? e produz cerca de
43 milhdes de toneladas de frutas anuais, sendo o terceiro maior produtor mundial,
ultrapassado apenas pela China e india, primeiro e segundo maiores produtores de
frutas, respectivamente (VIEIRA et al., 2011). Vegetais e frutos possuem diferentes
constituintes fitoquimicos responsaveis por propriedades terapéuticas, tais como
potencial antioxidante antimutagénico e anticancerigenos (KUSAMRAN, TEPSWAN,
KUPRADINUN, 1998; NOGUEIRA et al., 2006).

Dentre as variedades de frutas produzidas e consumidas em paises tropicais
pode-se destacar a acerola. A aceroleira (Malpighia emarginata DC.), também
conhecida como “cereja tropical’, € uma planta originada das Antilhas, Norte da
América do Sul e Central (BRUNINI et al., 2004). Essa planta permaneceu
florescendo e frutificando em terras americanas sem provocar maiores atencdes até
0s anos 40, quando se iniciaram os estudos sobre sua potencialidade econémica.

Nos ultimos anos, tem-se estimulado o consumo de frutas e hortalicas, pois
além de fornecerem funcbes basicas para o organismo sdo fontes de compostos
bioativos que atuam na prevencdo de doencas (FALLER; FIALHO, 2009). Os
beneficios atribuidos ao consumo de frutas, em grande parte, estdo relacionados a
guantidade de antioxidantes que possibilitam a reducdo do estresse oxidativo e de
danos celulares (DOSIL- DIAZ et al., 2008). A acerola possui elevados teores de
vitamina C, carotendides, antocianinas, compostos fendlicos, e destaca-se no campo
dos alimentos funcionais (FREITAS et al., 2006), sobretudo, pela habilidade desses
compostos em capturar radicais livres no organismo humano.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sado produzidas naturalmente no
organismo através de processos metabdlicos oxidativos e também por fontes
exodgenas (DURACKOVA, 2010). Essas espécies apesar de apresentarem funcdes
relevantes no metabolismo, quando produzidas em excesso podem danificar
biomoléculas, como proteinas, acidos nucleicos e lipidios de membranas (PACKER,
1997).

O exercicio fisico, em fungdo do maior consumo de oxigénio, pode gerar um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo ao estresse
oxidativo pela modificacdo no estado redox da célula (SCHNEIDER, OLIVEIRA,

15



2004). A producao das ROS durante o exercicio fisico depende de fatores, tais como
a frequéncia, intensidade, duracéo e tipo de exercicio executado.

Os eritrocitos, apesar de ndo possuirem mitocéndrias, produzem ROS
continuamente devido a ligacdo do Oz com o sangue arterial e do abundante teor de
ferro heme na estrutura dessas células (CIMEN, 2008). A acdo das ROS nas
membranas eritrocitarias pode levar a alteracdes, tais como formacdo de
lipoperéxidos, mudancas na morfologia, fragmentacdo de proteinas, hemdlise e
alteracdes no metabolismo intracelular (BEGUM, TERAO, 2002). Essas alteracoes
tém como principal consequéncia a diminuicdo do tempo de sobrevida do eritrécito.
Os eritrocitos sao células que podem ser utilizadas como modelo de estudo para
avaliar os danos oxidativos gerados pelo exercicio fisico, através da determinacéo
das atividades das enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), e superodxido dismutase (SOD) (MORO et al., 2010).

Contudo h& um grande interesse na descoberta de antioxidantes naturais em
frutas, pois estes podem auxiliar o sistema de defesa natural (enzimas antioxidantes)
na reducdo do estresse oxidativo. Nesse contexto, o suco de acerola (clone BRS
238) pode ter efeito protetor contra o possivel estresse oxidativo induzido pelo

exercicio agudo de natagdo em eritrécitos e figados de camundongos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acerola

A acerola é uma drupa, carnosa, que varia quanto a sua forma, tamanho,
peso, composicdo quimica, espécie, condicbes ambientais e estadio de maturacéo
(FREITAS et al.,, 2006; VEDRAMINI, TRUGO, 2000). No Brasil, ndo se conhecem
variedades perfeitamente definidas de acerolas, podendo encontrar em um mesmo
pomar, plantas com tamanhos variaveis, e com frutas apresentando diferencas em
seu tamanho, sabor e coloracdo (GONZAGA NETO; SOARES,1994).

Por ser uma planta rustica e resistente, a aceroleira, originada das Antilhas,
propagou-se naturalmente e com facilidade por todo mundo (BEHLING et al., 2007).
Sua introdug&o no Brasil deu-se por volta da década de 50, e seu plantio ganhou
relevancia econémica a partir da década de 90, estando difundido praticamente em
todo territério nacional (OLIVEIRA, SOARES FILHO, 1998). A importancia
econbmica da acerola em diversas regides do Brasil perece estar associada ao seu
potencial antioxidante (NOGUEIRA et al., 2006).

O elevado interesse no cultivo da aceroleira, a despeito da fonte natural de
diferentes antioxidantes decorre também da facilidade de sua propagacdo em
qualquer tipo de solo. Ademais se o solo é bem drenado a aceroleira pode ser
cultivada durante o ano todo, fornecendo mesmo na estagédo chuvosa flores e frutos
com diferentes estadios de desenvolvimento e consequentemente observa-se longo
periodo de frutificacdo (VENDRAMINI; TRUGO, 2000), além disso, as condicfes
ambientais de plantio da aceroleira e estadio de maturacdo de seu fruto séo fatores
determinantes no perfil fitoquimico de suas cultivares (VEDRAMINI, TRUGO., 2000;
KAWAGUCHI, TANABE, NAGAMINE., 2007).

A acerola vem sendo considerada um alimento funcional, principalmente
devido a presenca de teores elevados de acido ascorbico, antocianinas e flavondis
que possuem a capacidade de remover radicais livres no organismo humano
(MESQUITA, VIGOA, 2000; LIMA et al.,, 2011). O teor de vitamina C pode ser
influenciado pelo tipo de solo, forma de cultivo, condi¢des climéticas, praticas pos-
colheita e forma de armazenamento (SOUSA FILHO et al., 1999; CHITARRA, 2005).

Embora, o teor de vitamina C seja reduzido no processo de amadurecimento, 0O
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mesmo continua sendo relevante (LIMA et al., 2011). Convém salientar, que o valor
nutricional dessa vitamina em acerola foi mantido ap6s processamento e

armazenamento de sua polpa (GOMES et al., 2004).

2.2 Espécies reativas de oxigénio e exercicio fisico

Quimicamente, os radicais livres sdo espécies que apresentam elétrons
desemparelhados, séo instaveis e reativos e que para se estabilizarem tende a se
ligar a outro elétron (SOUZA; FERREIRA, 2007). Um elétron ndo pareado € aquele
que ocupa um orbital atdbmico ou molecular isoladamente (STOCKER; KEANEY,
2004). Existem moléculas que ndo sado radicalares, mas sdo agentes oxidantes
(OPARA, 2006) como espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS com
propriedades radicalares sdo toxicas para 0 organismo porque sdo oxidantes que
apresentam alta reatividade quando comparados com as espécies nao-radicalares
(KOPANI, 2006).

Dentre as espécies radicalares destacam-se o superoxido (O2") e o radical
hidroxila (OH+). O O2™ € um radical livre formado a partir do oxigénio molecular pela
adicdo de um elétron. Sua formacdo ocorre espontaneamente em quase todas as
células aerobicas, especialmente na membrana mitocondrial, por meio da cadeia
respiratoria (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG; ARNER, 2001). O 02" é
um radical pouco reativo e ndo tem habilidade de penetrar nas membranas lipidicas,
agindo, portanto, apenas no compartimento onde é produzido (NORDBERG;
ARNER, 2001). O radical OH+ ¢ considerado o radical livre mais reativo em sistemas
bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS, esse
radical pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares (lipoperoxidacdo). O H202, apesar de ndo ser um radical livre, € um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, por participar da reacao de producéo
do radical OHe, além disso, possui a capacidade de atravessar as membranas
bioldgicas e apresentar vida longa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG;
ANER, 2001; MAIA, 2006).

Na mitocondria aproximadamente 5% do oxigénio sofre reducéo incompleta,

produzindo o radical superoxido (O2"). A partir deste, uma série de reacdes ocorre,
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gerando compostos como peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OHe)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A maior parte da geracdo das ROS ocorre na
cadeia transportadora de elétrons, como um subproduto da respiracdo (CADENAS,
2000; TURRENS, 2003).

A completa reducdo do oxigénio a agua na cadeia transportadora de elétrons
requer quatro elétrons. A primeira reducdo do oxigénio molecular leva a formagéo do
superoxido (O2+ e= — 0O2™) (GIORDANO, 2005; OPARA, 2006). Este, logo apos a
sua formacdo pode desencadear outras reacfes gerando radicais hidroxilas, além
de reagir com o Oxido nitrico (NO) formando peroxinitrito (02~ + NO — ONOO") que
se apresenta como potente radical livre (YANG et al., 2004; OPARA, 2006).

A adicdo do segundo elétron e de dois ions de hidrogénio ao anion
superoéxido resulta na formacgéo de peroxido de hidrogénio (OPARA, 2006). A adicao
do terceiro elétron ocorre na reacdo de Fenton, resulta na producdo do radical
hidroxila (H202+ Fe *2/ CU* — OH"+ OH + Fe *3/ Cu *?), e finalmente a adi¢do do
quarto elétron produz agua. Além desta, hd reacdo do anion superéxido com o
peréxido de hidrogénio, formando o radical hidroxila e oxigénio molecular pela
reacdo de Haber-Weiss. (H202+ 02" —» OH'+ OH + O2) (GIORDANO, 2005).

Como pode ser observado na figura 1, os anions superoxidos (O2*) sdo
formados por reducdo do Oz, principalmente nos Complexos | e Ill da cadeia
respiratoria. O O2* é desmutado em H202 pelas enzimas CuZnSOD no espago
intermembranar e MnSOD na matrix. O H202 pode ser removido pelas enzimas
catalase, glutationa peroxidase e tiorredoxina peroxidase. A glutationa peroxidase
utiliza a glutationa reduzida (GSH) e a tiorredoxina peroxidase utiliza a tioredoxina
redutase (TrxSH) como substratos.

A glutationa oxidada (GSSG) e tiorredoxina (TrxS) utilizam o NADPH como
fonte de elétrons. Este pode ser mantido reduzido pela atividade NAD / NADP, com
transporte de prétons na matriz mitocondrial, fornecendo uma ligacao entre o
potencial de membrana interna e a capacidade mitocondrial redox. Alternativamente,

NADPH mantido reduzido pela enzima isocitrato desidrogenase.
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Figura 1. Metabolismo mitocondrial na formacédo das ROS.
Fonte: Kowaltowski et al (2009).

Em condic¢des fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio e os antioxidantes
encontram-se em situacdo de equilibrio. Quando ndo ha esse equilibrio uma
guantidade excessiva de ROS pode ser gerada causando o estresse oxidativo
(ANDRADE et al., 2010). Um ponto importante da acdo dessas espécies, quando em
excesso, sdo os acidos graxos insaturados encontrados na dupla camada de
lipideos das membranas celulares, que séo vitais para o funcionamento da célula
(TIMBRELL, 2000).

Embora a realizacao de atividade fisica de forma regular seja conhecida por
seus beneficios para a saude, verifica-se que exercicios fisicos realizados de forma
intensa ou aguda podem aumentar o estresse oxidativo devido ao aumento de ROS
(VOLLAARD; SHERMAN; COOPER, 2005). Uma vez que exercicio fisico exaustivo
exercer influéncia sobre o balanco entre as ROS e o mecanismo de defesa
antioxidante, pode levar ao aumento da producdo de radicais livres e a diminuicédo
da defesa antioxidante e consequentemente podendo gerar lesdo oxidativa em
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diversos tecidos, como tecido muscular, figado, coracao e pulmao em animais (SEN;
PACKER, 2000). Estudos tém mostrado que a atividade fisica intensa conduz ao
estresse oxidativo no sangue e em varios tecidos, ndo s6 em humanos, mas também
outros animais (GOLDFARB; MCLNTOSH; BOYER, 1996; REDDY et al., 1998).

Durante o exercicio fisico, as ROS sao frequentemente geradas devido a
contracdo muscular, que requer uma grande quantidade de ATP, induzindo ao
aumento em torno de 100 vezes de consumo de oxigénio na mitocondria muscular
durante o exercicio, quando comparado com repouso € com isso levando a
producdo de maiores quantidades de O2" (KUWAHARA et al., 2010).

O figado € 6rgdo que pode ser afetado durante o exercicio fisico, uma vez
que ele pode sofrer um processo de isquemia e reperfusdo, com consequente
formacdo de ROS (CHOLEWA at al., 2008). Essa reperfusdo ocorre porque durante
o exercicio fisico a circulacdo sanguinea pode ser desviada para a musculatura
esquelética em atividade, ocasionando hipdxia temporaria nos outros tecidos, porém
uma vez cessado 0 exercicio, esses tecidos recebem grande quantidade de

oxigénio, o que pode favorecer a formagao das ROS (FINAUD et al., 2006).

2.3 Estresse oxidativo e eritrocitos

Os eritrocitos sdo células produzidas na medula 6ssea, que durante o seu
desenvolvimento, em mamiferos, perdem seu nudcleo, ribossomos, mitocondrias e,
portanto, toda a sua capacidade de divisdo celular, sintese protéica e reacdes
oxidativas que ocorreriam nas mitocondrias (WAFA et al.,, 2011). Sua principal
funcdo é o transporte de oxigénio e dioxido de carbono através da hemoglobina,
esta é caracterizada como globular, com estrutura quaternaria, formada por quatro
cadeias polipeptidicas, sendo duas do tipo a e duas do tipo . A cada uma dessas
cadeias esta coordenado um grupo heme, com um atomo de ferro em estado ferroso
(Fe*?). Os eritrcitos, devido ao seu papel como transportador de O2 e CO2, sdo
constantemente expostos as espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo
(WAFA et al., 2011). As ROS séao continuamente produzidas nos eritrocitos devido
ao aumento da tensédo do oxigénio com o sangue arterial e o abundante conteudo de

ferro heme na molécula de hemoglobina (JOHNSON et al., 2005).
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A principal fonte intracelular de espécies reativas de oxigénio nos eritrécitos é
a auto-oxidagéo e a dismutacdo da oxihemoglobina, que geram respectivamente o
radical superoxido e o peroxido de hidrogénio (Figura 2) (NAGABABU et al., 2006).
O ferro é o mais abundante e importante metal presente na molécula de
hemoglobina (Hb) e auxilia na ligacdo com o oxigénio. Para que isso ocorra, o ferro
heme deve ser mantido em estado reduzido (Fe?*), caso haja falha nesse
mecanismo, a hemoglobina ndo mantém sua funcdo, o que pode resultar na
liberacdo do ferro da HB, formando a metahemoglobina (metHb), que é incapaz de
ligar-se e transportar o oxigénio (TELEN; KAUFMAN, 1999). Isso acontece quando
o ritmo de oxidagdo da hemoglobina excede a capacidade enzimatica de reduzi-la.
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Figura 2. Principais vias do metabolismo dos radicais livres nos eritrécitos
(WINTERBOURN, 1990).
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2.4  Peroxidacéo lipidica

As membranas bioldgicas sdo constituidas principalmente por fosfolipideos,
0S quais possuem uma porc¢ao polar e duas hidrofébicas. Geralmente, as “caudas”
hidrofébicas sdo compostas por acidos graxos, que podem diferir no comprimento e
na configuragdo em que se apresentam, e também no grau de insaturacao
(ALBERTS et al., 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidacéo lipidica nos tecidos € um processo degenerativo definido como
uma cadeia de eventos bioquimicos envolvendo radicais livres e acidos graxos poli-
insaturados (PAOLINELLI, 2006). Ela resulta em modificagbes nos lipidios de
membrana, tornando-a mais firme e menos flexivel, favorecendo alterac6es na
permeabilidade, gerando um fluxo indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares.
Este desequilibrio hidroeletrolitico leva a ruptura da célula e lise com necrose
(TIMBRELL, 2000).

A peroxidagdo lipidica inicia-se quando uma espécie reativa de oxigénio
abstrai um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos
poli-insaturados (LH) das membranas ou de outras particulas de lipoproteinas,
formando o radical lipidico (L*), este por sua vez sofre rearranjo molecular, formando
um dieno conjugado que reage com 0 oxigénio produzindo o radical peroxil (LOO?®),
o qual na presenca de outro lipidio ou outro doador de elétron, forma o peréxido
lipidico (LOOH) e outro radical lipidico (L*) (Figura 3) (SJODIN et al 1990;
BLOKHINA et al., 2003; STOKER; KEANEY, 2004).

O radical lipidico € reativo e pode iniciar a formag&o de novos radicais livres e
assim continuar a cascata de reacfes e o hidroperoxido lipidico pode sofrer
degradacdo catalisada por metais de transicdo e produzir ainda mais radicais
reativos como o radical alcoxil (LO®) e peroxil (LOO®), que irdo continuar a reacao
em cadeia possibilitando a formacédo do malondialdeido, pentano e etano (SJODIN
et al., 1990; BLOKHINA et al., 2003; STOKER; KEANEY, 2004).

O resultado deste processo € a oxidacao de varias moléculas de acidos
graxos (VALKO et al., 2004). Os acidos graxos com uma dupla ligacdo ou sem dupla
ligacdo sdo mais resistentes a esse ataque, relativamente a acidos graxos poli-
insaturados, 0s quais estdo presentes em grandes quantidades em membranas
celulares. Nas membranas de organismos aerébicos, a peroxidagao lipidica ocorre

com frequéncia devido a agdo excessiva das ROS produzidas em excesso durante o
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exercicio fisico. Um dos produtos da peroxidacdo lipidica da membrana é o
malondialdeido (MDA), que quando formado em pequena quantidade durante a
peroxidagdo pode reagir com o acido tiobarbitirico gerando um produto colorido que
pode ser quantificado fotometricamente e pode ser usado como marcador de
estresse oxidativo (YENER et al., 2009; THIRUMALAI et al., 2011).

Os fatores que estdo relacionados com o aumento da peroxidacdo lipidica
durante e ap0s o exercicio sdo a intensidade do exercicio, o nivel de aptidao fisica, a
capacidade antioxidante do individuo, o tecido, a dieta (MATAIX et al., 1998), e a
recuperagdo pos exercicio (LEAF et al., 1997). O exercicio exaustivo de natacao
aumenta a producgdo de espécies reativas de oxigénio no figado e no musculo (YOU
et al., 2010).
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Figura 3. Peroxidacao lipidica: uma reagdo em cadeia. Fonte: Halliwell; Gutteridge
(1991).
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2.5 Defesa antioxidante

Os compostos com propriedades funcionais em alimentos e substancias com
atividade antioxidante tem recebido grande atencdo pois, quando a quantidade de
antioxidante presente do organismo sao insuficientes para combater as EROs
produzidas pelo organismo, este sofre acdes degenerativas através de distarbios
gerados pelo estresse oxidativo (ALVES et al., 2010)

Os antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e/ou diminindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres (SOARES et al., 2005), esses antioxidantes
podem ser definidos como compostos que protegem as células contra os efeitos
danosos causados pelas ROS (SANTOS et al.,, 2010). O sistema de defesa
antioxidante esta presente em solucdo aguosa e em compartimentos da membrana
das células. Esses podem ser enzimaticos (presentes no organismo) ou nao

enzimaticos (provenientes da dieta).

2.5.1 Antioxidante Enziméatico

O sistema de defesa antioxidante enzimatico constitui-se de enzimas como:
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) glutationa
redutase (GR). Essas enzimas e 0s antioxidantes ndo enzimaticos sdo essenciais
para a preservacao do sistema bioldgico contra a a¢do dos radicais livres (MISHA et
al., 2010).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes frente a um substrato oxidavel, retarda ou
previne a oxidacao de tal substrato (HALLIWEL, 2006). Apesar de o oxigénio (Oz2)
possuir beneficios para o organismo, estes tiveram que desenvolver ao longo da
evolucdo das espécies defesas antioxidantes enzimaticas contra as ROS como
superoxido O2", peroxido de hidrogénio H202 e radical hidroxil OH®, dentre outros
(CATLING et al., 2005; PRYOR, 2006). No entanto, quando 0s organismos sao
expostos a acdo dessas espeécies sintetizam proteinas (enzimas) antioxidantes como
as superoxido dismutases (CuzZn-SOD - citosdOlica e extracelular; Mn-SOD -
mitocondrial), catalase e glutationa peroxidase (GPX - dependentes e né&o-
dependentes de selénio) para decomporem respectivamente o anion Oz, H202 e

lipoperéxidos (YU, 1994). A SOD apresenta-se como a primeira linha de defesa
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contra o radical superéxido e atua catalizando-o em peréxido de hidrogénio (H202),
que é utilizada posteriormente pela CAT ou GPx (LODI et al., 2011; MORO et al.,
2010). Nos mamiferos, os niveis mais altos de CuZn-SOD encontram-se no figado,
eritrocitos, cérebro e neurdnios (FORSBERG et al.,, 2001) e atua catalisando a
conversao do anion superoxido em peroxido de hidrogénio.

A GPx esta localizada em diferentes regides celulares, e sua expressao varia
em diferentes tecidos (MATES et al., 1999). As enzimas mais estudadas apos o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio sdo a superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase. Essas enzimas antioxidantes podem ser ativadas durante o
exercicio agudo extenuante mas dependendo do estresse oxidativo imposto sobre
os tecidos especificos, bem como a capacidade de defesa antioxidante intrinseca
(THIRUMALAI et al., 2011).

2.5.2 Antioxidante ndo enzimatico

Nos ultimos anos o interesse pelos antioxidantes naturais e seus efeitos sobre
a saude e nutricdo humana aumentou consideravelmente (MORELI; PRADO, 2012).
Tais antioxidantes podem ser obtidos através da ingestdo de alimentos e podem agir
doando elétrons para as ROS. Contudo, essas espécies formadas a partir dos
antioxidantes ndo enzimaticos ndo sao reativas para propagar a rea¢cdo em cadeia,
portanto sdo neutralizadas ou recicladas por outro antioxidante (VALKO et al., 2004).
Os incontestaveis beneficios do consumo de frutas e hortalicas para a saude devem-
se, em parte, a presenca de varios antioxidantes (STANNER et al., 2004;
CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos encontrados na acerola, estdo a
Vitamina C, antocianinas, flavondis e polifendis. Os antioxidantes provenientes de
fontes alimentares podem agir em conjunto com as enzimas, inibindo a formacéao de
ROS ou neutralizando-os (HASSIMOTTO et al., 2005).
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2.5.2.1 Vitamina C

A vitamina C ou acido ascérbico € uma vitamina hidrossollvel, e sua ingestao
através da dieta € essencial para o organismo humano (AGUIAR, 2001). Contudo,
possui diversas fungoes fisioldgicas, entre elas, o potencial antioxidante de reciclar a
vitamina E no processo de peroxidacao lipidica das membranas e lipoproteinas
(VALKO et al.,, 2004). A vitamina C apresenta uma protecdo contra a oxidacao
descontrolada no meio aquoso da célula, devido a sua acdo redutora (COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Essa vitamina, por ser um antioxidante hidrossoluvel,
esta localizada nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (HERMES,
2004; BARREIROS et al.,, 2006). Estudos recentes tém demonstrado que a
comercializacdo de suplementos nutricionais tem aumentado substancialmente nas
Gltimas décadas, e que, a vitamina C encontra-se no ranking dos mais consumidos
(PETROCZI et al., 2007; TIRAPEGUI, 2005). Essa vitamina desempenha varias
funcdes bioldgicas relacionada ao sistema imune, formacdo do colageno, absorcéo
de ferro, inibicdo da formacdo de nitrosaminas e acdo antioxidante (VANNUCHI,
JORDAO JUNIOR, 2000). Além disso, as propriedades redutoras da vitamina C
ajuda a absorver o ferro na dieta, que é necessario para a formagédo da hemoglobina
em células vermelhas do sangue (CHOLEWA et al., 2008).

Algumas frutas tropicais apresentam elevado valor nutricional devido a
excelente fonte de vitamina C, como por exemplo, a acerola, considerada como uma
das fontes mais ricas em vitamina C e no Brasil apresenta altos teores que podem
variar de 1021 mg/100g a 1836,8 mg/100g de matéria fresca respectivamente
(ALVES et al., 2005; ARAUJO et al., 2007).

A absorcdo das vitaminas depende diretamente da dose, pois quando
administrada em excesso 0 organismo nao absorve completamente. O acido
ascoérbico quando ingerido em altas concentracfes gera uma elevada atividade dos
tubulos renais para que este seja reabsorvido. Quando a capacidade de absorcéo
deses tubulos chega ao maximo, o acido ascorbico ndo é mais reabsorvido sendo
portanto excretado pela urina. Convém salientar que a reducdo da quantidade de
vitamina C no organismo pode contribuir para o aumento do estresse oxidativo
(CRUZAT et al., 2007). Neste contexto, torna-se cada vez mais frequente a
utilizacao desta vitamina entre atletas com o intuito de melhorar a performance a

recuperacao fisica e impedir danos causados pelo excesso de radicais livres.
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Tem sido postulado que uma rede de antioxidantes com propriedades
quimicas diferentes podem trabalhar de forma sinérgica, na protecdo das células
contra danos (BLOMHOFF et al., 2006) dentre esses efeitos, estdo o efeito
cooperativo entre as vitaminas C e E, frequentemente mencionado na literatura,
mostrando que a interacdo dessas vitaminas € efetiva na inibicdo da peroxidacao

dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA (GEY, 1998).

HO

HO

HO OH

Estrutura da vitamina C

2.5.2.2 Antocianinas

As antocianinas sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, grupo de pigmentos naturais, que apresentam estruturas fendlicas
variadas (NIJVELDT, 2001; KUSKOSKI, 2004). A cor vermelha da acerola, no
estddio maduro, decorre da presenca de antocianinas que em funcdo de sua

guantidade determina diferencas de cor entre os frutos (LIMA et al., 2000).

Um grande interesse pelas antocianinas vem sendo demonstrado pelas
observacdes promissoras de seu potencial benéfico a saude, decorrente de sua
acdo antioxidantes (VEDRAMINI; TRUGO, 2004) As antocianinas possuem uma
estrutura quimica adequada para a acao antioxidante, sendo capaz de doar elétrons
ou atomos de hidrogénio para radicais livres (PRIOR, 2003) conferindo assim uma
acao antioxidante. Seu potencial antioxidante € regulado por suas diferencas na
estrutura quimica, variando a posicdo e os tipos de grupos quimicos nos anéis
aromaticos das antocianinas, a capacidade de aceitar elétrons desemparelhados de
moléculas de radicais também varia (GALVANO et al., 2004). Seu potencial

antioxidante também €& dependente do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxilas e
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sua conjugacao, assim como da presenca de elétrons doadores no anel da
estrutura, devido a capacidade que o grupo aromatico possui de suportar o
desaparecimento de elétrons (KUSKOSKI, 2004).

estrutura geral das antocianinas
Ry e Ry podem ser H ou acucares
R podem ser OH ou H

A deficiéncia de elétrons também as tornam sensiveis as alteracdes de pH e
temperatura, porém mesmo com essa instabilidade, as antocianinas s&o
consideradas um dos compostos naturais com maior capacidade antioxidante
(GALVANO et al., 2004). Muitos destes compostos apresentam varios efeitos
bioldgicos, incluindo acdes antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
vasodilatadora (SILVA et al., 2010).

2.5.2.3 Flavonodides

Os flavonodides englobam classes de pigmentos naturais encontrados com
frequéncia nos vegetais e sao constituidos por grupo de fendlicos que exercem
efeitos benéficos contra processos degenerativos relacionados com estresse
oxidativo ou envelhecimento (SCALBERT, et al., 2005). Antocianinas e flavondis séo
compostos que pertencem ao grupo dos flavondides e sdo responsaveis pela
coloracdo que varia de vermelho vivo a violeta e de branco a amarelo
claro,respectivamente (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Os flavondides sdo importantes na
acdo contra o0 estresse oxidativo, pois agem tanto em meio hidrofébico como
hidrofilico, podendo assim estar presentes nas duas fases da camada fosfolipidica, e
atuar como moduladores da fluidez (SUN; SIMONYI; SUN, 2002; KUSKOSKI et al.,
2004; LIMA et al., 2005). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-se
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principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transi¢céo, agindo tanto na etapa de iniciagao
como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acéo
de antioxidantes fenodlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (HASLAM, 1996; CHUN et al.,
2005).

2.5.2.4 Polifendis

Os polifendis compreendem o maior grupo dentre 0s compostos bioativos
presentes nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a sua
estrutura quimica (ARTS; HOLLMAN, 2005). Os polifendis sdo antioxidantes que
atuam na remogéo de ROS como peroxidos e hidroperdxido lipidico e assim inibindo
a oxidacdo de compostos que podem levar a geracdo de doencas degenerativas
(MISHRA et al., 2010)

O conteddo de polifenéis em alimentos pode variar conforme a regido
geografica de plantio, variagdo a exposicdo solar, método de cultivo, tipo de cultivar
analisado, dentre outros, convém salientar também que a avaliacdo desses
compostos em frutas e hortalicas produzidas e consumidas no Brasil sdo essenciais

para avaliar os alimentos fontes de compostos bioativos (FALLER; FIALHO, 2009).
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3

Objetivos

3.1

Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do suco de acerola

(Malpighia emarginata DC.) sobre o metabolismo oxidativo de camundongos

submetidos a exercicio agudo de natacao.

3.2

Objetivos Especificos

- Determinar a concentragdo de antocianinas, polifendis, flavonois e vitamina C
no suco e na polpa de acerola;

- Avaliar a capacidade antioxidante total do suco e da polpa de acerola;

- Investigar o efeito do suco de acerola sobre a peroxidacgéo lipidica no figado
de camundongos submetidos ao exercicio de natacao;

- Avaliar o efeito do suco de acerola sobre a atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) nas heméacias de

camundongos submetidos a exercicios de natacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Acerola (Malphighia emarginata), clone BRS 238 - Frutacor, provenientes de
produtores do municipio de Limoeiro do Norte, CE, foram colhidas no estadio de
maturacdo comercial, com coloracdo vermelha uniforme. Os frutos foram utilizados
para a producéo de suco (1:1) que foi acondicionado em potes de plastico escuro e

congelado a - 20°C

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos "swiss" machos, com 7 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais
foram mantidos, sob regime alimentar conveniente e agua ad libitum. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Ceara (nUmero do protocolo: 90/10).

4.3 Reagentes

Todos os reagentes listados nha metodologia foram de grau analitico.
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4.4 Estudo do potencial antioxidante da acerola: Teores de antioxidantes nao

enziméaticos.
4.4.1 Preparacao das amostras de acerola

Frutos, no estadio fisiologicamente maduro, foram triturados e
homogeneizados, com casca e sementes, para a obtencéo das polpas. A partir das
polpas, foram preparados 300 mL de suco na concentragédo (1:1), que em seguida
foram acondicionados em eppendorfs a -20°C para posterior utilizagcao.

O extrato utilizado para determinacédo da capacidade antioxidante total e dos
polifendis totais foi obtido a partir de 1 g de suco e polpa, seguindo a metodologia de
Larrauri et al. (1997). Foram pesados 1 g de suco, em um béquer, adicionados 40
mL de metanol 50%, homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 15 minutos. ApOs
centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL e
denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extragdo, foram
adicionados 40 mL de acetona 70 %, sendo homogeneizado e deixado em repouso
por 60 minutos em temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifugacéo a 16.000
g durante 15 minutos, sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) e
adicionado ao baldo volumétrico contendo o sobrenadante 1. O volume final (balédo)
foi ajustado para 100 mL com agua destilada (LARRAURI et al., 1997).

4.4.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante total

Inicialmente, a partir do extrato obtido, foram preparadas trés diferentes
concentragcbes: 5.000, 10.000 e 20.000 mg/L Em tubos de ensaio, foram
adicionados, em ambiente escuro, 30 UL do extrato e 3,0 mL da solucédo do radical
2,2’-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] (ABTS*) diluido em alcool etilico
até obtencdo de uma absorbéancia de 0,70 £ 0,01 a 734 nm, preparada a partir da
solucédo estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM 16 horas antes da
andlise. Foi utilizada solucdo do antioxidante sintético, 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox-Sigma 2000 uM), preparado em alcool
etilico, como antioxidante padrdo. A atividade antioxidante total foi calculada com

base em uma curva padrdo de doses decrescentes de Trolox. As leituras foram
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realizadas em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 734 nm, 6 minutos
apos a adicdo da solucéo do radical e os resultados expressos em UM Trolox/ g de
suco. As analises foram realizadas em triplicata para cada concentracdo. Seguiu-se
0 mesmo procedimento para determinacdo da atividade antioxidante total da solucéo
de acido ascorbico.

O método ABTS baseia-se numa reagdo no qual avalia-se a capacidade dos
antioxidantes em capturar o cation radical ABTS*. Esta captura produz um
decréscimo na absorbancia a 734nm. O decréscimo produzido pelo trolox é
comparado ao produzido pelo antioxidante que se esta analisando (MILLER et al.,
1993). A curva gerada pela inibicdo da absorbancia € calculada, sendo que os
resultados séo interpolados na curva de calibracdo e expressos em atividade

antioxidante equivalente a 1mM do trolox (RUFINO et al., 2007).

4.4.3 Avaliacdo dos Polifendis totais

A guantificacdo de compostos polifenélicos foi realizada conforme descrito por
Obanda e Awuor (1997), com modificacdes. Esse método envolve a reducdo do
reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos das amostras com
concomitante formacdo de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente
a 700 nm. Em tubos de ensaio, foram adicionados, em ambiente escuro, 250 uL do
extrato, completando para 250 yL com &gua destilada, 200 pyL da solugédo Folin
Ciocalteau, 500 uL da solucao de carbonato de sédio anidro (Na2CO3) a 20 %, 500
ML de agua destilada e, em seguida, a mistura de reacdo foi homogeneizada. Como
padrdo, foi utilizada a solu¢cdo de acido gélico. As concentracbes de polifendis
soluveis totais foram calculadas com base em uma curva padrdo de doses
crescentes de acido galico 98% (Acros Organics). As leituras foram realizadas em
leitor de placa com o comprimento de onda de 700 nm, 30 minutos apds a adi¢ao
dos reagentes. Os resultados foram expressos em mg de acido galico/ 100 g de

suco ou polpa. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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4.4.4 Determinacao de vitamina C

Para a determinacdo do teor de vitamina C nas diferentes amostras, foi
utilizada a solugédo de Tilman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02%-DFI) segundo
metodologia de Strohecker e Heaning (1967). Primeiramente realizou-se a
padronizacdo da solucdo de Tilman, tomando-se 5 mL da solugcdo da acido
ascorbico (50 pg/ml) em um erlenmeyer de 125 mL e completando o volume com +
50 mL de agua destilada. Realizou-se a titulagdo com a solucdo de Tilman
refrigerada até o ponto de viragem, réseo claro, persistente por 15 segundos. A
titulacdo foi realizada em triplicata e os volumes obtidos foram utilizados para
calcular o titulo do reagente, ou seja, quantidade de acido ascoérbico necessaria para
titular 1 mL da solu¢do de Tilman. O teor de vitamina C foi calculado utilizando os
volumes das titulagdes juntamente com o titulo determinado na padronizacdo da
solucédo de Tilman. Os valores foram expresso em mg de vitamina C por 100 g da

amostra.

4.45 Determinacao de antocianinas

O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o método de
Francis (1982). Uma aliquota de 1 mL da amostra de suco de acerola foi transferida
para um baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volume
aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C por uma noite. O
material foi filtrado para um béquer (50 mL), envolto por papel aluminio e em
seguida, a absorbancia foi medida a 535 nm. O branco foi composto apenas da
solucéo de etanol-HCI (1,5 N). Todas as andlises foram feitas em triplicata e os
resultados expressos em mg/100 g de suco através da férmula: Absorbancia x fator
de diluicdo/ (98,2).

4.4.6 Determinacao de flavonéis

O teor de flavonais totais foi determinado de acordo com o método de Francis
(1982). Uma aliquota de 1 mL da amostra de suco de acerola foi transferida para
um baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volume
aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C por uma noite. O

material foi filtrado para um baldo (50 mL), envolto em papel aluminio e em seguida,
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a absorbancia foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenas da solucédo de
etanol-HCI (1,5 N). Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados
expressos em mg/100 g de suco através da férmula: Absorbancia x fator de diluicao/
(76,6).

4.5 Efeito do suco de acerola sobre a atividade das enzimas SOD e GPx nos
eritrocitos e sobre a peroxidagdo lipidica em camundongos submetidos a

exercicio agudo de natacéo.
4.5.1 Grupos experimentais

Para avaliar o efeito do suco de acerola e acido ascorbico sobre a atividade
das enzimas SOD e GPX dos eritrécitos e sobre a peroxidagdo lipidica em
homogenato de figado de camundongos, os animais foram distribuidos em 4 grupos
com 10 animais (Figura 4) e foram submetidos aos seguintes tratamentos:

1) Grupo agua: animais receberam 200 puL de agua por via intragastrica durante 30
dias;

2) Grupo agua + exercicio agudo (agua + exe): animais receberam 200 yL de agua
por via intragastrica durante 30 dias;

3) Grupo suco de acerola + exercicio agudo (suco + exe): animais receberam 200 pL
de suco de acerola por via intragastrica durante 30 dias;

4) Grupo acido ascorbico + exercicio agudo (AA + exe): animais receberam 200 uL

de &cido ascorbico por via intragastrica durante 30 dias.

4.5.2 Protocolo de exercicio

No ultimo dia do tratamento, 0sS grupos aguatexe, suco+exe e AA+exe
foram submetidos a uma Unica sessao de exercicio de natacdo até a exaustdo,
seguindo a metodologia proposta por Wang et al (2008) com pequenas
modificacdes. Primeiramente, os camundongos foram submetidos a um periodo de
adaptacao de sete dias ao meio liquido (15 minutos), para reduzir fatores ligados
ao estresse promovido pela atividade da natacdo (VOLTARELLI, 2002). Uma bacia
foi utilizada para a realizacdo da sesséo de natagéo, sendo a temperatura da agua

monitorada e mantida em torno de 34°C + 1°C. Os animais realizaram exercicios
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fisicos de forma aguda, nadando com um pequeno peso preso na regiao dorsal
(com massa equivalente a 5% de seu peso corporal) até a exaustdo. O grau de
exaustdo foi caracterizado pela incapacidade do animal em manter-se na superficie
da agua (MIZUNOYA, 2002).

Desenho experimental

v v v v
B .

7 dias de adaptacio ao meio liquido

1 hora apés exercicio exaustivo

sanglP

eutanasia

_

Figura 4. Desenho experimental de parametros bioquimicos em camundongos
tratados com suco de acerola/agua durante 30 dias e submetidos a uma sessao
aguda de natacao

4.5.3 Amostras de sangue
As primeiras amostras de sangue foram coletadas com 22 dias de
tratamento (tempo zero). Posteriormente foram realizadas coletas no ultimo dia de

tratamento (30 dias de tratamento). As amostras de sangue foram coletadas do
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plexo retro-orbital dos camundongos e em seguida adicionadas aos tubos contendo
EDTA. Uma aliquota foi retirada para analise da quantidade de hemoglobina. O
restante da amostra foi centrifugado e as hemacias foram lavadas e separadas

para analise da atividade das enzimas SOD e GPx.

4.5.4 Determinacdo da hemoglobina (Hb)

As dosagens de hemoglobina foram realizadas de acordo com a metodologia
sugerida no Kit comercial (Labtest). Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi
adicionado a 2,5mL do reagente de cor, homogeneizado e esperou-se 5 minutos. A
absorbancia foi lida em 540nm. O branco foi composto por apenas agua destilada.
Os valores obtidos em g/dL utilizando o fator de calibracdo através do padrdo de
hemoglobina.

Hemoglobina (g/dL) = absorbancia do teste x fator.

4.5.5 Preparo do hemolisado

As atividades da SOD e GPx foram determinadas nos eritrécitos, pelo método
in vitro, conforme metodologia proposta pelo fabricante RANDOX®.
Resumidamente, as amostras de sangue total com EDTA foram centrifugadas para
separacdo dos eritrécitos numa centrifuga de bancada a 5.000 rpm durante 15
minutos em temperatura de 4°C. Em seguida, a lavagem dos eritrocitos foi realizada
com a adicdo de 300 pL de solucéo salina fisiolégica (NaCl 0,9%). O procedimento
de lavagem foi realizado trés vezes e depois de cada lavagem o sobrenadante foi
aspirado e descartado. Posteriormente, aos eritrécitos foi adicionada agua
deionizada (1:1), para homogeneizacdo e em seguida com o auxilio de uma pipeta
foram adicionados 10 pL de fenilmetilsulfonilflior (PMSF), um inibidor de protease, e
a suspensdo mantida a -80°C para as andlises das atividades das enzimas SOD e
GPx.
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4.5.6 Determinacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD)

nos eritrécitos

A atividade da SOD foi determinada através de um kit comercial (Kit de
RANSOD, Randox). Neste método, xantina e xantina oxidase foram empregadas
para gerar o radical superéxido que reagem com 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
cloreto de 5-phenyltetrazolium (INT) para formar o formazan, um corante vermelho.
A atividade da SOD foi determinada em hemolisado e a atividade da enzima foi

expressa em unidades / grama de hemoglobina (U/gHb).

4.5.7 Determinacédo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) nos

eritrécitos

A determinacdo da GPX nos eritrécitos foi realizada através do kit RANSEL
RS- 504 da RANDOX laboratories Ltda. Esse método baseia-se na metodologia
proposta por Paglia e Valentine (1967), em que a GPX catalisa a oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH) pelo hidréxido de cumeno. Na presenca de glutationa
redutase e NADPH, a glutationa oxidada (GSSG) é imediatamente convertida para
a forma reduzida, com a simultdnea oxidacdo do NADPH para NADP*. As amostras

foram lidas a 340 nm em espectrofotdmetro (Biochron-Libra S12).
4.5.8 Determinacado da peroxidacdao lipidica em figados de camundongos

A lipoperoxidacdo (LPO) dos hepatdcitos foi avaliada de acordo Agar et al.
(1999). Esse método avalia o0 estresse oxidativo pela medida do malondialdeido
(MDA), que é o ultimo produto da quebra dos lipidios causada pelo estresse
oxidativo. Resumidamente, 0,1 g de figado de camundongos foram macerados com
1 mL de tampdo cloreto de potassio (pH 7,4). Foram retirados (250 pL) desse
homogenato e essas amostras foram mantidas a 37°C durante 60 minutos em
banho-maria. Posteriormente, 400 uL de acido perclérico foram adicionados ao
homogenato e centrifugados durante 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante (600
pL) foi misturado com 200 pL de acido tiobarbitarico e aquecido a 98°C durante 30
minutos em banho-maria. ApOs esse periodo, foi mantido em temperatura ambiente.
Entdo, as amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e a absorbancia foi lida

em leitor de placa a 532 nm. Foi feita uma curva padrdo, usando 1,1,3,3
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tetrametoxipropano em diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos em

nanomoles de MDA por grama de tecido (nmol/g de tecido).

459 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Todas as
andlises foram realizadas usando o programa Graph-Pad PRISMA 5.0. Para a
realizacdo da analise estatistica dos dados, foi verificado primeiramente se os dados
eram paramétricos e entdo foi aplicado um teste de analise de variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas com um
nivel de confianca de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo do potencial antioxidante da acerola: atividade dos antioxidantes

nao enzimaticos

A tabela 01 mostra os teores de antocianinas, flavonodis e vitamina C

presentes no suco e polpa de acerola.

Os valores médios das antocianinas,

flavondis, vitamina C, polifendis totais e antioxidante total foram respectivamente:
18,9 + 0,004 mg/ 100 g e 34,6 £ 0,002 mg/ 100 g; 11,3 + 0,003 mg/ 100 g e 22,3
0,00 mg/ 100 g; 718 + 0,033 mg/ 100 g e 1.453 £+ 0,088 mg/100 g; 659 + 4 mg/100 g
e 1.153,34 + 0 mg/100 g; e 18,5 + 1,5 uM Trolox/ mL e 36,24 + 0,65 puM Trolox/ mL

Tabela 1. Antioxidantes ndo enziméticos em suco e polpa de acerola.

Antioxidantes ndo Enziméatico

mg/ 100 g de Suco

mg/ 100 g de polpa

Antocianinas 18,9 +£ 0,004 34,6 + 0,002
Flavonais 11,3 + 0,003 22,3+0,00

Vitamina C 718 + 0,033 1.453 + 0,088
Polifendis totais 659 +4 1.153,34 £ 0 mg/100 g

Antioxidante total

18,5+ 1,5 uM Trolox/
mL de suco

36,24 + 0,65 uM
Trolox/ mL de polpa

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.), as

analises foram feitas em triplicata.

41



5.2 Variacdo da massa corporal e atividade das enzimas SOD e GPx em

eritrocitos de camundongos

A figura 5 mostra a variacdo da massa corporal dos camundongos avaliados
no inicio e no final dos tratamentos: agua, suco de acerola ou acido ascorbico. Os
resultados mostraram um ganho de peso em todos os grupos, quando comparados o
peso inicial e no fim do tratamento dentro de cada grupo (p< 0,05). Esse aumento do
peso foi normal para o periodo avaliado. Nao houve diferenca significativa dos
pesos, quando comparados todos 0os grupos no inicio do tratamento e todos os

grupos no ultimo dia de tratamento.
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Figura 5. Variacdo da massa corporal de camundongos. Os animais foram
pesados com sete semanas de idade (Tempo zero) e 12 semanas (Tempo 30 dias).
Grupos controle (200 uL de agua durante 30 dias), aguatexe (200 pL de agua
durante 30 dias + exercicio), suco+exe (200 pL de suco de acerola durante 30 dias +
exercicio) e AA+exe (200 uL de acido ascorbico durante 30 dias). Os resultados séo
expressos em gramas (g). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<
0,05).

A figura 6 mostra a atividade da SOD em eritrocitos de camundongos que
receberam durante 30 dias, agua ou suco de acerola ou acido ascérbico e foram
submetidos a estresse agudo por exercicio de natacdo. Foram obtidos valores em

U/gHb de 875,7; 873,7; 920,5 e 447,4 respectivamente para 0S grupos agua,
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aguatexe, suco+exe e AA+exe. Nao havendo portanto diferenca entre a atividade
da SOD dos animais que fizeram exercicios de natacdo (dguat+exe e suco+exe) e
aqueles que ndo foram submetidos a esses exercicios. Em relagdo ao grupo AA+exe
observou-se uma reducao de aproximadamente 50% da atividade da SOD quando

comparada aos valores determinados para os outros grupos (p< 0,05).
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Figura 6. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) em eritrocitos de
camundongos. A atividade da SOD foi determinada nos grupos controle (200 uL de
agua durante 30 dias), agua+exe (200 puL de agua durante 30 dias + exercicio),
suco+exe (200 pL de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 pL
de acido ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em unidades de
atividade de SOD/ grama de hemoglobina (U/g Hb). Letras diferentes significam
diferenca estatistica (p< 0,05).

A figura 7 mostra a atividade antioxidante da GPx nas hemacias de
camundongos submetidos que receberam por um periodo de 30 dias consecutivos,
agua ou suco de acerola ou acido ascérbico e foram submetidos a uma sesséo de
exercicio agudo de natacdo. Foram obtidos valores em U/gHb de 52,5; 55,78; 54,34
e 68,32 respectivamente para 0S grupos agua, aguatexe, suco+exe e AA+exe.
Apesar do aumento aparente na atividade da GPx no grupo AA+exe de 30,1%
guando comparada a atividade de GPx determinada para o grupo agua, nao houve

diferenca significativa entre os resultados dos diferentes grupos.
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Figura 7. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) em eritrocitos de
camundongos. A atividade da GPx foi determinada nos grupos controle (200 uL de
agua durante 30 dias), dgua+exe (200 pL de agua durante 30 dias + exercicio),
suco+exe (200 L de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 uL
de &cido ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em unidades de
atividade de GPx/ grama de hemoglobina (U/g Hb).

Letras diferentes significam diferenca estatistica (p< 0,05).

5.3 Efeito do suco de acerola sobre a peroxidacao lipidica em figados de

camundongos submetidos a exercicio agudo de natacéao.

A figura 8 mostra os niveis de malondialdeido (MDA) por grama de tecido
hepético em camundongos que receberam durante 30 dias, &gua ou suco de acerola
ou acido ascorbico e foram submetidos a estresse agudo por exercicio de natacao.
Como pode ser observado, foram determinados para os grupos agua, aguatexe,
suco+exe e AA+exe, valores de MDA (nmol/ g de tecido): 179,5; 227,2; 158,8 e

188,7, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os resultados.
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Figura 8. Niveis de malondialdeido (MDA) em homogenato de figado de
camundongos — Os teores foram avaliados nos grupos controle (200 pL de agua
durante 30 dias), &guat+exe (200 pL de agua durante 30 dias + exercicio), suco+exe
(200 pL de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 pL de acido
ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em nmol de MDA/ grama
de tecido (nmol/g de tecido). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<
0,05).
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6. DISCUSSAO

A acerola € um fruto tropical que além da relevancia socio-econémica
apresenta grande potencial nutricional (FREITAS et al., 2006). A presenca do alto
teor de antioxidantes é uma das razfes que levam ao estimulo do consumo desses
frutos, além de serem importantes fontes de vitaminas e fibras contribuem para a
manutencdo do equilibrio entre a producdo e remocdo das espécies reativas de
oxigénio (MAIA., 2007). Nos dias de hoje grande énfase tem sido atribuida a
capacidade antioxidante dos alimentos, reconhecidos como funcionais, devido
sobretudo, ao seu efeito na protecédo de atividades enzimaticas relacionadas com o
metabolismo oxidativo. Nesse contexto, os frutos tropicais por serem ricos em
flavondis, vitamina C, compostos fendlicos, carotendides e antocianinas merecem
uma atencdo especial como possiveis agentes protetores do sistema biologico
contra danos oxidativos (MISHRA et al.,, 2010). Sabe-se que o0 exercicio fisico
intenso, realizado de forma aguda, pode gerar espécies reativas de oxigénio levando
ao estresse oxidativo (BELVIRANLI et al., 2006; SUREDA et al., 2005).

O organismo possui duas formas de defesa contra os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio. Uma delas é a utilizacdo de compostos antioxidantes
provenientes dos alimentos e a outra, € advinda de enzimas como a SOD e a GPx
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Nesse contexto, avaliou-se o perfil fitoquimico do
suco e da polpa de frutos maduros de acerola, as atividades das enzimas
antioxidantes (SOD e GPXx), nos eritrocitos de camundongos submetidos ou néo, a
realizacdo de exercicio agudo de natacdo, bem como a peroxidacdo lipidica em
homogenato de figado em idénticas condi¢cdes quando receberam ou ndo suco de
acerola em sua dieta ao longo de 30 dias.

Dentre os compostos fendlicos reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes, destacam-se o0s flavondides, que quimicamente englobam as
antocianinas e os flavondis (SILVA et al., 2010). Os teores de antocianinas e
flavonéis bem como vitamina C, mostrados na tabela 01, indicam que o
processamento da polpa em suco ndo acarretou perdas significativas desses

compostos (diluicdo de 1:2).
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Dentre esses antioxidantes nao enzimaticos, o teor de vitamina C é
aproximadamente 40 vezes maior que o de antocianinas e 65 vezes maior que o de
flavonois no suco e na polpa. Ja os teores de antocianinas comparados aos de
flavondis ndo revelam diferencas tao significativas tanto no suco quanto na polpa.
Kuskoski et al (2006), determinaram o teor de antocianinas totais em distintas polpas
de frutos: amora, uva, goiaba, morango, acerola que variou de 41,8 a 16,0 mg 100g™*
peso da matéria fresca, respectivamente. Convém salientar, que o teor de
antocianinas presente na acerola (tabela 01) € comparavel ao de uva (30,9 mg 1009
1) e aproximadamente duas vezes maior que o de acerola segundo os valores
determinados pelos referidos autores. J& a concentracdo de antocianinas totais
presente na polpa de diferentes amostras de acerola, encontrada por Mezadri et al
(2008), apresentou distintos teores numa faixa que variou de 2,7 + 1,7 a 5,23 + 0,2
mg/100g. Tais resultados apresentam valores inferiores quando comparados com o
obtido em nosso estudo.

Lima et al (2000) determinaram os teores de antocianinas e flavonadis totais na
polpa de seis variedades de acerola (Barbados, Coopama, Flor Branca, Inada, Mird
e Okinawa) e encontraram valores que variaram de 14,06 a 50,98 mg/100g para
antocianinas e de 9,31 a 20,22 mg/100g para flavondis. Quatro variedades
(Coopama, Flor Branca, Mir6 e Okinawa) apresentaram valores médios de
antocianinas e de flavondis de 15 mg/100g e de 10 mg/100g respectivamente. A
variedade BRS 238-Frutacor (tabela 01), avaliada no presente trabalho, revelou
teores de antocianinas e flavondis aproximadamente duas vezes superior aos das
quatro variedades. Das seis variedades, Barbados e Inada foram as que
apresentaram maiores concentracdes de antocianinas e flavondis. O teor de
antocianinas totais foi no minimo 25% superior ao detectado em BRS 238-Frutacor.
Contudo, o teor de flavondis em BRS 238-Frutacor foi aproximadamente 25%
superior ao da variedade Barbados e similar aquele encontrado na variedade Inada.
No tocante ao teor de Vitamina C, a acerola é um dos frutos tropicais que apresenta
elevado teor dessa vitamina, possuindo concentracdes superiores aos demais frutos
como a laranja, tangerina e goiaba. Os teores de Vitamina C em frutos pode ser
bastante variavel, contudo, quando se compara variedades de acerola, as distin¢cdes
também séo evidenciadas. Tais diferencas, sdo atribuidas aos aspectos genéticos,

ao estadio de maturacdo do fruto, a época da colheita, métodos culturais, clima
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(temperatura, precipitacado pluvial, insolacdo), local de cultivo e disponibilidade de
nutrientes provenientes do solo (NAKASONE et al., 1968; HENSHALL, 1981).

Os valores de Vitamina C foram analisados em diferentes polpas de acerolas
provenientes de material genético diferente e de distintas regides de S&o Paulo
(Aparecida do Salto, Bonfim Paulista, Capivari da Mata, Guara, Guariba, ltuverava,
Pioneiros e Porto Ferreira) cujos valores variaram de 243,48 mg/100g (Regibes de
Pioneiro) a 818,17 mg/100g (Regibes de Aparecida do Salto) (BRUNINI et al., 2004).
O teor dessa vitamina encontrado em BRS 238-Frutacor foi 83% superior ao teor
encontrado na polpa oriunda da regido de Pioneiros e 44% superior aquele
encontrado na polpa da regidao de Aparecida do Salto. Foi ainda superior (60%) ao
valor médio de Vitamina C das polpas de acerolas das regides de Bonfim Paulista,
Capivari da Mata e Porto Ferreira. Rufino et al (2010) utilizaram polpa de acerola
proveniente de Limoeiro do Norte-CE e o teor de Vitamina C encontrado (1357 + 9.5
mg/100g) foi semelhante ao de BRS 238-Frutacor que também tem a mesma
procedéncia.

Ademais, Oliveira et al (2012) ao avaliar o perfil fitoquimico, em quatro
distintos estadios de amadurecimento, de cinco variedades de polpas de acerola,
provenientes da Regido de Limoeiro do Norte-CE encontraram valores superiores
aos encontrados nos frutos da regido Sudeste o0 que possivelmente se deve as
diferencas climaticas. Dentre essas variedades de acerola estava a BRS 238
(Frutacor) que no estadio maduro apresentou uma concentracdo de Vitamina C
(1201+ 0,12 mg/100g) semelhante ao valor encontrado na tabela 01. Comparando-
se o teor de Vitamina C encontrado no suco de acerola com suco de outros frutos
tropicais, como laranja e tangerina, constatou-se um valor muito superior em acerola,
que variou no minimo de 9 a 33 vezes (COUTO et al., 2010).

Em relacdo ao teor de polifendis totais, a tabela 01 mostra que a polpa de
acerola apresenta 43 % mais polifendis que o suco, revelando que ndo houve
perdas significativas no processamento do suco. Kuskoski et al (2006) avaliaram
teores de polifendis totais em polpas de onze variedades de frutos (amora, uva, acai,
goiaba, morango, acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e maracuja). Das onze
polpas estudadas, a acerola e a manga possuem teores mais elevados de polifendis,
variando em 580,1 *+ 4,6 a 544,9 + 7,3 respectivamente. Contudo, o teor desse
composto encontrado em BRS 238-Frutacor foi superior em aproximadamente duas

vezes quando comparado com os valores médios obtidos nas polpas de acerola e
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de manga, e 98% superior quando comparado com 0s menores teores de polifendis
encontrados nas polpas de cupuacu (20,5 £ 2,6), maracuja (20,0 + 3,0) e abacaxi
(21,7+ 4,5). Ja Faller e Fialho (2009), avaliaram teores de polifendis em suco de seis
diferentes variedades de frutos como: abacaxi, banana, laranja, mam&o, manga e
tangerina. Tais teores variaram de 15,3 mg / 100g de suco (maméao) a 215,7mg /
100g de suco (banana). O suco de acerola BRS 238-Frutacor apresentou valor de
polifendis de aproximadamente 98% superior ao encontrado no suco de maméo e
68% quando comparado como suco de banana.

A atividade antioxidante total na polpa no suco de acerola foi avaliada pelo
método ABTS e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total
equivalente ao Trolox (valores TEAC). A concentragcdo de TEAC presente na polpa
de diferentes variedades de frutos encontrada por Kuskoski et al (2006), foi: uva (8,5
umolg™), acai (8,3 umolg?), goiaba (7,4 umolg?), morango (10,5 umolg?) manga
(13,7 ymolg?) e acerola (68,2 pmolg?). No entanto, o teor de antioxidante total na
polpa de acerola (tabela 01) € 75% superior aos valores médios de TEAC, presentes
na polpa de uva, goiaba e morango, e 63% superior aos encontrados nas polpas de
morango e manga. Entretanto, o teor encontrado na polpa de acerola BRS 238-
Frutacor foi duas vezes inferior ao encontrado na polpa de acerola pelos referidos
autores. Oliveira et al (2012) encontraram valores préximos aos de Kuskoski et al
(2006), avaliando o perfil fitoquimico da BRS 238-Frutacor com valores de TEAC
(Acerola Limoeiro do Norte-Ce) de 59,57 + 0,26 uM Trolox/ mL. Valores ainda
superiores foram encontrados por Gomes (2007) quando avaliou o perfil fitoquimico
da variedade Il 47/1 proveniente do municipio de Paraipaba-Ce (68,5 uM Trolox/ mL
no suco) denotando a variabilidade dos dados encontrados.

A caracterizacdo fitoquimica da variedade de acerola BRS 238-Frutacor
(Tabela 01) revelou valores (suco e polpa) de atividade antioxidante total compativel
com valores de outros frutos e ou variedades de acerola considerados ricos na sua
capacidade antioxidante. Grande interesse tem sido dado a capacidade antioxidante
dos alimentos como agentes protetores do metabolismo oxidativo. Uma vez que o
exercicio fisico é considerado como indutor de estresse oxidativo, pode-se sugerir
que o consumo de alimentos considerados funcionais atuem na manutencao do
equilibrio entre producéo e remocao de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma,
avaliamos o possivel efeito protetor do suco de acerola quando administrado em

camundongos previamente a realizacdo de exercicio agudo de natacéo.
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Inicialmente, camundongos machos Swiss, com sete semanas de vida foram
avaliados em relacdo ao peso corporal antes de dar inicio ao tratamento com suco
de acerola (Tempo zero). Apdés quatro semanas 0os mesmos foram novamente
pesados (Figura 05). Tal procedimento visou estabelecer um critério indicativo de
sanidade fisica em resposta ao tempo e ao consumo de suco de acerola. Os
diferentes grupos apresentaram pesos equivalentes no Tempo zero e apos 30 dias
houve um incremento no peso independente dos grupos, isto é, controles e
tratamento com suco de acerola. Os resultados obtidos foram indicativos do
desenvolvimento fisiolégico dos animais. Esse controle foi fundamental para dar
continuidade ao estudo do efeito do suco de acerola nas atividades das enzimas
SOD (Figura 06) e GPx (Figura 07), em eritrocitos de camundongos, bem como na
peroxidacao lipidica hepética (Figura 08) em resposta ao exercicio agudo de
natacdo. Os eritrocitos sdo células anucleadas, destituidas de ribossomos e
mitocondrias e consequentemente incapazes de realizar sintese proteica. Entretanto,
devido a alta tensdo de oxigénio no sangue arterial e a quantidade de ferro hémico
(hemoglobina), espécies reativas de oxigénio sao continuamente produzidas dentro
dessas células. Portanto, a préatica de exercicio fisico extenuante pode esta
associada a estresse oxidativo e os eritrocitos deve ser células alvo nesse processo.
Sabe-se que os eritrocitos dispdem de mecanismos de protecao (enziméticos e nao
enzimaticos) para reduzir os danos oxidativos. Dai, a razdo de avaliarmos as
atividades da SOD e da GPx nessas células. Convém salientar, que a glicose é o
anico combustivel utilizado pelos eritrécitos sendo essencialmente metabolizada a
lactato, através da via glicolitica (anaerébica). Grande parte da energia produzida na
glicolise (ATP) é utilizada para a manutencdo do equilibrio idnico através do
funcionamento da bomba sdodio/potassio prevenindo lise osmotica.

Dentre as enzimas antioxidantes, tanto a SOD quanto a GPx, s&o comumente
avaliadas depois de exercicios extenuantes (URSO, CLARKSON, 2003). Dai, nosso
interesse em avaliar enzimas antioxidantes enddgenas e antioxidantes nao
enzimaticos exogenos (suco de acerola) como mediadores do estresse oxidativo. A
SOD ocupa uma posicéo de primeira linha de defesa contra ROS , catalisando a
dismutacdo do anion superoxido em peréxido de hidrogénio. Essa enzima na
realidade compreende uma familia de enzimas com presenga ubiquitaria de metal
(Cu, Zn, Mn) encontrada em diferentes organelas (mitocéndria, peroxissomo) e no

citosol. Como o0s eritrocitos sdo desprovidos de mitocondrias a enzima

50



citoplasmatica CuzZn-SOD exerce papel importante na protecdo dos danos oxidativos
nas suas membranas. Sabe-se que 0 superdéxido gerado nas regibes das
membranas dos eritrocitos pode danificd-las antes de reagirem com essa enzima.
Os resultados obtidos foram indicativos de que o exercicio agudo de natacdo
aplicado aos diferentes grupos de camundongos aparentemente nao induziu
estresse oxidativo, vez que nao houve alteracdo significativa da atividade dessa
enzima nos animais controle (Agua) e nos animais controle submetidos a exercicio
agudo. Os animais tratados (30 dias) com suco de acerola também nédo revelaram
alteracdo na atividade enzimatica indicando que embora 0 suco seja rico em
antioxidantes, a dose administrada, ndo foi capaz de minimizar o dano oxidativo
basal como evidenciado no grupo (controle positivo) que tomou acido ascorbico (
20mg / 100 g de peso). Convém salientar, que a concentracdo de Vitamina C foi 13
vezes inferior aquela do acido ascoérbico administrado no grupo controle positivo.
Possivelmente, a baixa concentracdo de vitamina C administrada no tratamento
tenha sido responsavel pela ndo diminuicdo da atividade dessa enzima. Tais
resultados, isto é, ndo alteracdo da atividade da SOD em animais submetidos a
exercicio agudo (aguat+exercicio) comparados ao grupo controle (dgua), bem como
aqueles tratados com suco de acerola foram comparaveis aos obtidos por Cholewa
et al (2008), em jogadores de basquetebol, Ji et al (1990), em equinos, Ugras (2012)
em campebes de Muay Thay. Ademais, Cholewa et al (2008) ndo detectaram
alteracdo significativa na atividade das enzimas antioxidantes (SOD, GPx, CAT e
GR) quando os atletas de basquetebol receberam Vitamina C na dieta, ao longo de
21 dias, com dose de 240mg/dia. Por outro lado, Abdallah et al (2010) mostraram o
efeito protetor das Vitaminas C e E no estresse oxidativo induzido pelo inseticida
Dimetoato (DIM) em eritrécitos humanos. Eles mostraram que a atividade da SOD
bem como o teor de MDA foram diminuidos em presenca das vitaminas em relagcéo
ao grupo controle (tratado unicamente com DIM), pondo em evidéncia o importante
papel protetor das referidas vitaminas. Tauler et al (1999) ndo encontraram alteracao
na atividade da SOD em eritrécito de individuos submetidos a exercicios de
intensidade moderada. Contrariamente, Ortenblad et al (1997) detectaram atividade
da SOD aumentada em musculo, em estado de repouso, de atletas submetidos a
treinamentos quando comparados com individuos néo treinados. Recentemente,
Djordjevic et al (2011) também detectaram aumento da atividade da SOD em

eritrocitos de jogadores de handebol em relacdo a atividade mensurada em n&o
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atletas. J& Hubner-Wozniak et al (1994) revelaram uma diminui¢cdo na quantidade de
SOD nos eritrocitos de individuos submetidos a exercicio fisico agudo. Dessa forma,
os efeitos de exercicios de alta intensidade no sistema de defesa antioxidante bem
como o efeito do aumento da necessidade de antioxidantes na dieta ainda ndo sao
claros (URSO et al., 2003, UGRAS, 2012).

Os eritrécitos além da SOD, contém duas enzimas, CAT e GPx que utilizam
peroxido de hidrogénio, produto da reacdo catalisada pela SOD, como substrato. A
GPx é uma selenoproteina que além de remover o H202, remove peroxidos
organicos (hidroperoxidos) que néo sao alvo de ataque pela catalase, as expensas
da oxidacdo da glutationa (GUL et al., 2006, NAGABABU, CHREST, RIFKIND,
2003). A glutationa oxidada (GSSG) é reciclada para glutationa reduzida (GSH)
numa reacao catalisada pela grutationa redutase (GR).

Igualmente a SOD, os resultados obtidos para GPx foram indicativos de que o
exercicio agudo de natacédo, aplicado aos diferentes grupos de camundongos, ndo
induziu estresse oxidativo, vez que ndo houve alteracdo significativa da atividade
dessa enzima em todos os grupos de animais testados. Os animais tratados com
acido ascoérbico e submetidos a exercicio agudo, diferentemente da atividade
revelada pela SOD, ndo mostraram diminuicdo da atividade enzimatica. Nesse caso,
a quantidade de Vitamina C administrada parece néo ter interferido na diminuicéo do
estresse oxidativo basal diferentemente do encontrado por Abdalla et al (2009).
Nesse caso, 0 acido ascorbico parece ndo atuar removendo ROS basal e a atividade
da enzima foi mantida ndo preservando o pool de glutationa reduzida, tdo necessario
para a protecdo dos grupos sulfidril da hemoglobina, protecdo das membranas,
evitando a formacdo de peroxidos dentre outras fungbes. Nossos resultados
revelaram que esse tipo de exercicio ndo teve impacto também sobre a atividade da
GPx em consonancia com os resultados apresentados por Cholewa et al (2008). A
ndo alteracdo da atividade da GPx em animais submetidos a exercicio agudo
(agua+exercicio) comparados ao grupo controle (agua), bem como aqueles tratados
com suco de acerola foram comparaveis aos obtidos por Cholewa et al (2008) em
eritrocitos de jogadores de basquetebol, Ji et al (1990) em eritrocitos de cavalo e
Ugras (2012) em eritrocitos de atletas lutadores de Muay Thai. Convém salientar,
que Ji et al (1990) também avaliaram o efeito da suplementagdo da dieta dos
cavalos com Vitamina E e constataram que n&do houve alteragdo do status

antioxidante nos eritrécitos dos equinos. Esse dado é semelhante ao encontrado no
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nosso trabalho quando os camundongos foram tratados com Vitamina C. Marzatico
et al (1997) encontraram um aumento na atividade da GPx em eritrécitos de atletas
depois de um exercicio de corrida rapida mas ndo detectaram mudancas da
atividade quando os corredores foram submetidos a um exercicio prolongado.
Chamo atencao, que de acordo com nosso modelo experimental, os camundongos
foram submetidos, durante uma semana, anterior a sessao de exercicio agudo, a um
processo de adaptacdo quando foram treinados para nadar. Convém salientar
ainda, que os camundongos ndo sdo animais sedentarios e estdo em constante
movimento dentro das gaiolas. Portanto, nossos resultados parecem revelar que o
suposto exercicio agudo de natacdo na realidade ndo correspondeu a uma atividade
exaustiva para esses animais. Contudo, ndo se pode descartar a hipétese de que
essas enzimas ndo sejam os mais apropriados marcadores de estresse oxidativo.
Para dirimir tal impasse seria necessario avaliar outras enzimas envolvidas no
metabolismo oxidativo bem como outro modelo experimental. Nesse contexto, foi
avaliado o efeito do exercicio agudo de natacdo, nos camundongos, através da
peroxidacao lipidica em células hepéticas.

Sabe-se que a maioria dos vertebrados possui o metabolismo aerobico e
portanto sdo capazes de degradar a glicose completamente a CO2 e H20 em
presenca de oxigénio molecular para a obtencdo de energia (ATP). Entretanto, em
condicBes de exercicio extenuante, o suprimento de oxigénio na célula muscular ndo
é suficiente para garantir a completa oxida¢do da molécula de piruvato produzida na
glicolise. Nessa condicdo, e a célula reduz piruvato a lactato, no processo de
fermentacdo lactica, para obtencdo de energia (ATP) e utiliza o glicogénio
armazenado como fonte primaria de energia. Convém salientar, que o metabolismo
energético nos eritrocitos envolve unicamente a via glicolitica com producédo de
lactato. Consequentemente, a concentracdo de lactato no sangue pode alcancar
valores elevados. Esse lactato é lentamente reconvertido em glicose no figado,
através da gliconeogénese, quando o suprimento de oxigénio é recuperado e o ATP
produzido no processo da respiracdo € usado nessa via anabdlica. O ciclo de
reagOes que inclui a conversdo de glicose em lactato (musculo) e a conversdo que
inclui a converséo de lactato em glicose no figado é conhecido como Ciclo de Cori.
Dessa forma, o figado € um dos orgaos que desempenha papel importante durante
a realizacao das atividades fisicas (SUN et al., 2010) e dai ter sido o tecido alvo para

avaliacdo da lipoperoxidagcdo que é um marcador de lesdo das membranas
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celulares. Tais lesbes podem decorrer do efeito da reperfusdo (com oxigénio), em
virtude da hipdxia temporéria devido ao desvio da circulacdo sanguinea para
musculatura esquelética em atividade (CHOLEWA et al., 2008).

O aumento no teor de malondialdeido (MDA) de hepatécitos de animais
submetidos a estresse (exercicio fisico) € um parametro indicativo de estresse
oxidativo (YENNER et al., 2009). MDA é um dos mais sensiveis biomarcadores de
estresse oxidativo e a maioria dos estudos mostra que exercicios de resisténcia
causam aumento de MDA (SUN et al., 2010). Nossos resultados mostraram uma
tendéncia de aumento no teor de MDA quando os camundongos que tomaram agua
foram submetidos & natacdo em relagcdo ao grupo controle (Agua). Os animais que
foram previamente tratados com acerola (30 dias) revalaram um valor de MDA
inferior ao controle (dgua) e aqueles que receberam acido ascorbico (controle
positivo) mostraram valores semelhantes ao grupo controle (agua) e portanto
menores que os valores médios do grupo controle submetido a natacdo. Embora a
aplicacédo do teste estatistico (Tukey) ndo tenha evidenciado mudancas significativas
entre os distintos grupos verifica-se nitidamente a tendéncia acima descrita (Figura
08). Esses resultados foram comparados com os de Gomes (2007) que avaliou 0
efeito do estresse oxidativo provocado pelo etanol na peroxidacdo lipidica de
hepatécitos e constatou igualmente protecdo pelo suco de acerola. Contudo, a
vitamina C ndo foi capaz de atuar nessa protecdo. Ja Ugras (2012) encontrou
aumento significativo na quantidade de MDA em eritrécitos de atletas apos
treinamento de exercicio fisico. Sun et al (2010) mostraram que o exercicio fisico
induziu um aumento no teor de MDA em homogenato de figado de rato. Eles nédo
encontraram aumento de MDA quando avaliaram a mitocondria e atribuiram tal
resultado a um aumento de glutationa reduzida (GSH ). Cholewa et al (2008)
avaliaram o efeito da suplementacdo de Vitamina C, na dieta de jogadores de
basquetebol, em resposta a um exercicio extenuante, através de medidas de MDA
no soro e ndo detectaram alteracdo no teor do mesmo, pondo em evidéncia a nao
protecdo do estresse oxidativo pela vitamina. Ja Gul et al (2006) determinaram o teor
de MDA em tecido cardiaco de ratos e constataram que o0 mesmo nao era alterado
quer os animais fossem treinados ou nao para exercicio fisico extenuante.
Entretanto, Venditti e Di Meo (1997) encontraram teores elevados de MDA em tecido
cardiaco de ratos submetidos a exercicio de corrida e natacdo respectivamente.

Muito recentemente, Akil et al (2011) avaliaram o efeito da suplementacao de selénio
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na peroxidacao lipidica no plasma de ratos submetidos a exercicio agudo de
natacdo. Eles mostraram que os maiores valores de MDA foram encontrados no
grupo de animais controle submetidos a natacdo. Igualmente, as dosagens de
lactato acompanharam o mesmo perfil. Contudo, os grupos suplementados com
selénio, mesmo aquele submetido a exercicio de natacdo revelaram menores
valores de MDA quando comparados a agrupo destituido de suplementagéo. Tais
resultados parecem exibir um padrdo no modelo de peroxidacao lipidica semelhante
ao encontrado por nds, quando ao invés de selénio usamos suco de acerola, rico em

vitamina C, antocianinas, flavonadis, polifendis e antioxidantes totais.
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7. CONCLUSAO

A aceroleira (clone BRS 238-Frutacor) é uma planta tropical, cultivada na
regido Nordeste brasileira, cujo fruto denominado acerola apresenta elevado teor de
antioxidantes (antocianinas, flavonadis, vitamina C, polifendis, atividade antioxidante
total) em relag&o a outras variedades de frutos.

As enzimas antioxidantes SOD e GPx em eritrécitos de camundongos Swiss
submetidos a exercicio fisico agudo de natacdo aparentemente ndo foram alvos de
danos oxidativos. A administracdo de suco de acerola aos camundongos durante 30
dias, anterior a aplicacdo do exercicio agudo néo revelou alteracdo das referidas
enzimas. O estresse oxidativo basal foi atenuado pelo &cido ascérbico somente
qgquando se avaliou a atividade da SOD. A peroxidacao lipidica em hepatocitos
revelou danos oxidativos e o suco de acerola induziu maior protecdo que o acido
ascoérbico. Tais resultados sugerem que os danos oxidativos decorrentes do
exercicio fisico agudo dependem do tecido, das enzimas avaliadas e sobretudo dos

animais objeto de estudo.
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RESUMO

Malpighia emarginata DC. conhecida como acerola € um fruto bastante
consumido no Brasil por seu alto teor de antioxidante. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e GPx) nos eritrocitos e a
peroxidacao lipidica em figado de camundongos alimentados com suco de acerola
(clone BRS 238-frutacor) e submetidos a uma sessdo exaustiva de natacgao.
Determinou-se no suco e na polpa de acerola teores de antioxidantes. Agua, suco de
acerola, ou acido ascorbico foram administrados (via intragastrica) aos camundongos
por 30 dias consecutivos. Os animais foram distribuidos em 4 diferentes grupos
(n=10): 4gua, aguatexercicio, suco+exercicio e acido ascorbico+exercicio. Apos 30
os dias, os camundongos foram submetidos a uma sessao exaustiva de natacéo e
uma hora depois retirou-se uma aliquota de sangue para a analise da atividade das
enzimas SOD e GPx nos eritrécitos e em seguida foram eutanasiados e retirados 0s
figados para analise da peroxidacdo lipidica. Os valores dos antioxidantes:
antocianinas, flavonais, vitamina C, polifendis e atividade antioxidante total para suco
e polpa que foram respectivamente: 18,9 + 0,004 mg/ 100 g e 34,6 £ 0,002 mg/ 100 g;
11,3 £ 0,003 mg/ 100 g e 22,3 + 0,00 mg/ 100 g; 718 + 0,033 mg/ 100 g e 1.453 +
0,088 mg/100 g; 659 + 4 mg/100 g e 1.153,34 + 0 mg/100 g; e 18,5 £ 1,5 uM Trolox/
mL e 36,24 = 0,65 uM Trolox/ mL. A atividade das enzimas SOD e GPx nos grupos
agua, agua+texe, suco+exe e AA+exe variaram em U/g Hb respectivamente de 875,7,
a 873,7; 920 a 447,4; 52,5 a 55,78 e 54,34 a 68,32. Os resultados mostram que tais
atividades ndo foram alteradas mostrando que o exercicio ndo gerou danos oxidativos
e que o0 suco de acerola nao influenciou na atividade dessas enzimas. O estresse
oxidativo basal foi atenuado pelo &cido ascorbico quando determinou-se a atividade
da SOD. A peroxidacao lipidica hepética, nos grupos agua, agua+exe, suco+exe e
AA+exe em nmol/g de tecido foi respectivamente de 179,5, 227,2, 158,8 e 188,7
revelando estresse em resposta ao exercicio e o tratamento com suco de acerola
induziu maior protecdo que o grupo controle. Conclui-se que os danos oxidativos
gerado pelo exercicio parecem depender do tecido alvo, das enzimas avaliadas e do

animal objeto de estudo.

Palavras chaves: antioxidantes, estresse oxidativo e exercicio fisico
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ABSTRACT

Malpighia emarginata DC. known as “Acerola”, is a widely consumed fruit in Brazil for
its high antioxidant content. The objective of this study was to evaluate the activity of
antioxidant enzymes (SOD and GPx) in erythrocytes and lipid peroxidation in livers of
mice fed with acerola juice (BRS 238-frutacor) and subjected to exhaustive swimming
session. The levels of antioxidants were determined in the juice and in the pulp.
Water, acerola juice or ascorbic acid were administered (intragastrically) to mice for
30 consecutive days. The animals were divided into 4 groups (n = 10): water, water +
exercise, exercise and juice ascorbic acid + exercising. After 30 days, the mice were
subjected to an exhaustive session of swimming and an hour later an aliquot of blood
was withdrawn for analysis of the enzymes SOD and GPx in erythrocytes. Then, the
mice were euthanized and had their livers removed for analysis of lipid peroxidation.
The values of antioxidant: anthocyanins, flavonols, vitamin C, polyphenols and total
antioxidant activity for juice and pulp were respectively: 18.9 + 0.004 mg / 100 g, 34.6
+0.002 mg /100 g, 11.3 £ 0.003 mg / 100 g and 22.3 £ 0.00 mg / 100 g, 718 + 0.033
mg / 100 g and 1453 + 0.088 mg/100 g, 659 + 4 mg/100 g and 1153.34 = 0 mg/100 g,
and 18, 5 £ 1.5 mM Trolox / ml and 36.24 + 0.65 mM Trolox / mL. The activity of the
enzymes SOD and GPx groups in water, exe + juice + and AA + exe exe ranged in U
/ g Hb, respectively, 875.7, 873.7, 920, 447.4 and 52.5, 55, 78, 54.34 and 68.32. The
results show that such activities were not changed showing that exercise did not
cause oxidative damage and that the acerola juice did not influence the activity of
these enzymes. The basal oxidative stress was attenuated by ascorbic acid when it
was determined the activity of SOD. The hepatic lipid peroxidation in groups water,
exe + juice + and AA + exe in nmol / g tissue were respectively 179.5, 227.2, 158.8
and 188.7, revealing stress in response to exercise and treatment with acerola juice
induced greater protection than the control group. It is concluded that oxidative
damage generated by the exercise seems to depend on the target tissue, enzymes
evaluated and the animal under study.

Keywords: antioxidants, oxidative stress and exercise
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma extenséo territorial de 8.512.965 km? e produz cerca de
43 milhdes de toneladas de frutas anuais, sendo o terceiro maior produtor mundial,
ultrapassado apenas pela China e india, primeiro e segundo maiores produtores de
frutas, respectivamente (VIEIRA et al., 2011). Vegetais e frutos possuem diferentes
constituintes fitoquimicos responsaveis por propriedades terapéuticas, tais como
potencial antioxidante antimutagénico e anticancerigenos (KUSAMRAN, TEPSWAN,
KUPRADINUN, 1998; NOGUEIRA et al., 2006).

Dentre as variedades de frutas produzidas e consumidas em paises tropicais
pode-se destacar a acerola. A aceroleira (Malpighia emarginata DC.), também
conhecida como “cereja tropical’, € uma planta originada das Antilhas, Norte da
América do Sul e Central (BRUNINI et al., 2004). Essa planta permaneceu
florescendo e frutificando em terras americanas sem provocar maiores atencdes até
0s anos 40, quando se iniciaram os estudos sobre sua potencialidade econémica.

Nos ultimos anos, tem-se estimulado o consumo de frutas e hortalicas, pois
além de fornecerem funcbes basicas para o organismo sdo fontes de compostos
bioativos que atuam na prevencdo de doencas (FALLER; FIALHO, 2009). Os
beneficios atribuidos ao consumo de frutas, em grande parte, estdo relacionados a
guantidade de antioxidantes que possibilitam a reducdo do estresse oxidativo e de
danos celulares (DOSIL- DIAZ et al., 2008). A acerola possui elevados teores de
vitamina C, carotendides, antocianinas, compostos fendlicos, e destaca-se no campo
dos alimentos funcionais (FREITAS et al., 2006), sobretudo, pela habilidade desses
compostos em capturar radicais livres no organismo humano.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sado produzidas naturalmente no
organismo através de processos metabdlicos oxidativos e também por fontes
exodgenas (DURACKOVA, 2010). Essas espécies apesar de apresentarem funcdes
relevantes no metabolismo, quando produzidas em excesso podem danificar
biomoléculas, como proteinas, acidos nucleicos e lipidios de membranas (PACKER,
1997).

O exercicio fisico, em fungdo do maior consumo de oxigénio, pode gerar um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo ao estresse
oxidativo pela modificacdo no estado redox da célula (SCHNEIDER, OLIVEIRA,
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2004). A producao das ROS durante o exercicio fisico depende de fatores, tais como
a frequéncia, intensidade, duracéo e tipo de exercicio executado.

Os eritrocitos, apesar de ndo possuirem mitocéndrias, produzem ROS
continuamente devido a ligacdo do Oz com o sangue arterial e do abundante teor de
ferro heme na estrutura dessas células (CIMEN, 2008). A acdo das ROS nas
membranas eritrocitarias pode levar a alteracdes, tais como formacdo de
lipoperéxidos, mudancas na morfologia, fragmentacdo de proteinas, hemdlise e
alteracdes no metabolismo intracelular (BEGUM, TERAO, 2002). Essas alteracoes
tém como principal consequéncia a diminuicdo do tempo de sobrevida do eritrécito.
Os eritrocitos sao células que podem ser utilizadas como modelo de estudo para
avaliar os danos oxidativos gerados pelo exercicio fisico, através da determinacéo
das atividades das enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), e superodxido dismutase (SOD) (MORO et al., 2010).

Contudo h& um grande interesse na descoberta de antioxidantes naturais em
frutas, pois estes podem auxiliar o sistema de defesa natural (enzimas antioxidantes)
na reducdo do estresse oxidativo. Nesse contexto, o suco de acerola (clone BRS
238) pode ter efeito protetor contra o possivel estresse oxidativo induzido pelo

exercicio agudo de natagdo em eritrécitos e figados de camundongos.
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2.1 Acerola

A acerola é uma drupa, carnosa, que varia quanto a sua forma, tamanho,
peso, composicdo quimica, espécie, condicbes ambientais e estadio de maturacéo
(FREITAS et al.,, 2006; VEDRAMINI, TRUGO, 2000). No Brasil, ndo se conhecem
variedades perfeitamente definidas de acerolas, podendo encontrar em um mesmo
pomar, plantas com tamanhos variaveis, e com frutas apresentando diferencas em
seu tamanho, sabor e coloracdo (GONZAGA NETO; SOARES,1994).

Por ser uma planta rustica e resistente, a aceroleira, originada das Antilhas,
propagou-se naturalmente e com facilidade por todo mundo (BEHLING et al., 2007).
Sua introdug&o no Brasil deu-se por volta da década de 50, e seu plantio ganhou
relevancia econémica a partir da década de 90, estando difundido praticamente em
todo territério nacional (OLIVEIRA, SOARES FILHO, 1998). A importancia
econbmica da acerola em diversas regides do Brasil perece estar associada ao seu
potencial antioxidante (NOGUEIRA et al., 2006).

O elevado interesse no cultivo da aceroleira, a despeito da fonte natural de
diferentes antioxidantes decorre também da facilidade de sua propagacdo em
qualquer tipo de solo. Ademais se o solo é bem drenado a aceroleira pode ser
cultivada durante o ano todo, fornecendo mesmo na estagédo chuvosa flores e frutos
com diferentes estadios de desenvolvimento e consequentemente observa-se longo
periodo de frutificacdo (VENDRAMINI; TRUGO, 2000), além disso, as condicfes
ambientais de plantio da aceroleira e estadio de maturacdo de seu fruto séo fatores
determinantes no perfil fitoquimico de suas cultivares (VEDRAMINI, TRUGO., 2000;
KAWAGUCHI, TANABE, NAGAMINE., 2007).

A acerola vem sendo considerada um alimento funcional, principalmente
devido a presenca de teores elevados de acido ascorbico, antocianinas e flavondis
que possuem a capacidade de remover radicais livres no organismo humano
(MESQUITA, VIGOA, 2000; LIMA et al.,, 2011). O teor de vitamina C pode ser
influenciado pelo tipo de solo, forma de cultivo, condi¢des climéticas, praticas pos-
colheita e forma de armazenamento (SOUSA FILHO et al., 1999; CHITARRA, 2005).

Embora, o teor de vitamina C seja reduzido no processo de amadurecimento, 0O
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mesmo continua sendo relevante (LIMA et al., 2011). Convém salientar, que o valor
nutricional dessa vitamina em acerola foi mantido ap6s processamento e

armazenamento de sua polpa (GOMES et al., 2004).

2.2 Espécies reativas de oxigénio e exercicio fisico

Quimicamente, os radicais livres sdo espécies que apresentam elétrons
desemparelhados, séo instaveis e reativos e que para se estabilizarem tende a se
ligar a outro elétron (SOUZA; FERREIRA, 2007). Um elétron ndo pareado € aquele
que ocupa um orbital atdbmico ou molecular isoladamente (STOCKER; KEANEY,
2004). Existem moléculas que ndo sado radicalares, mas sdo agentes oxidantes
(OPARA, 2006) como espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS com
propriedades radicalares sdo toxicas para 0 organismo porque sdo oxidantes que
apresentam alta reatividade quando comparados com as espécies nao-radicalares
(KOPANI, 2006).

Dentre as espécies radicalares destacam-se o superoxido (O2") e o radical
hidroxila (OH+). O O2™ € um radical livre formado a partir do oxigénio molecular pela
adicdo de um elétron. Sua formacdo ocorre espontaneamente em quase todas as
células aerobicas, especialmente na membrana mitocondrial, por meio da cadeia
respiratoria (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG; ARNER, 2001). O 02" é
um radical pouco reativo e ndo tem habilidade de penetrar nas membranas lipidicas,
agindo, portanto, apenas no compartimento onde é produzido (NORDBERG;
ARNER, 2001). O radical OH+ ¢ considerado o radical livre mais reativo em sistemas
bioldgicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS, esse
radical pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares (lipoperoxidacdo). O H202, apesar de ndo ser um radical livre, € um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, por participar da reacao de producéo
do radical OHe, além disso, possui a capacidade de atravessar as membranas
bioldgicas e apresentar vida longa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG;
ANER, 2001; MAIA, 2006).

Na mitocondria aproximadamente 5% do oxigénio sofre reducéo incompleta,

produzindo o radical superoxido (O2"). A partir deste, uma série de reacdes ocorre,
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gerando compostos como peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OHe)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A maior parte da geracdo das ROS ocorre na
cadeia transportadora de elétrons, como um subproduto da respiracdo (CADENAS,
2000; TURRENS, 2003).

A completa reducdo do oxigénio a agua na cadeia transportadora de elétrons
requer quatro elétrons. A primeira reducdo do oxigénio molecular leva a formagéo do
superoxido (O2+ e= — 0O2™) (GIORDANO, 2005; OPARA, 2006). Este, logo apos a
sua formacdo pode desencadear outras reacfes gerando radicais hidroxilas, além
de reagir com o Oxido nitrico (NO) formando peroxinitrito (02~ + NO — ONOO") que
se apresenta como potente radical livre (YANG et al., 2004; OPARA, 2006).

A adicdo do segundo elétron e de dois ions de hidrogénio ao anion
superoéxido resulta na formacgéo de peroxido de hidrogénio (OPARA, 2006). A adicao
do terceiro elétron ocorre na reacdo de Fenton, resulta na producdo do radical
hidroxila (H202+ Fe *2/ CU* — OH"+ OH + Fe *3/ Cu *?), e finalmente a adi¢do do
quarto elétron produz agua. Além desta, hd reacdo do anion superéxido com o
peréxido de hidrogénio, formando o radical hidroxila e oxigénio molecular pela
reacdo de Haber-Weiss. (H202+ 02" —» OH'+ OH + O2) (GIORDANO, 2005).

Como pode ser observado na figura 1, os anions superoxidos (O2*) sdo
formados por reducdo do Oz, principalmente nos Complexos | e Ill da cadeia
respiratoria. O O2* é desmutado em H202 pelas enzimas CuZnSOD no espago
intermembranar e MnSOD na matrix. O H202 pode ser removido pelas enzimas
catalase, glutationa peroxidase e tiorredoxina peroxidase. A glutationa peroxidase
utiliza a glutationa reduzida (GSH) e a tiorredoxina peroxidase utiliza a tioredoxina
redutase (TrxSH) como substratos.

A glutationa oxidada (GSSG) e tiorredoxina (TrxS) utilizam o NADPH como
fonte de elétrons. Este pode ser mantido reduzido pela atividade NAD / NADP, com
transporte de prétons na matriz mitocondrial, fornecendo uma ligacao entre o
potencial de membrana interna e a capacidade mitocondrial redox. Alternativamente,

NADPH mantido reduzido pela enzima isocitrato desidrogenase.
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Figura 1. Metabolismo mitocondrial na formacédo das ROS.
Fonte: Kowaltowski et al (2009).

Em condic¢des fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio e os antioxidantes
encontram-se em situacdo de equilibrio. Quando ndo ha esse equilibrio uma
guantidade excessiva de ROS pode ser gerada causando o estresse oxidativo
(ANDRADE et al., 2010). Um ponto importante da acdo dessas espécies, quando em
excesso, sdo os acidos graxos insaturados encontrados na dupla camada de
lipideos das membranas celulares, que séo vitais para o funcionamento da célula
(TIMBRELL, 2000).

Embora a realizacao de atividade fisica de forma regular seja conhecida por
seus beneficios para a saude, verifica-se que exercicios fisicos realizados de forma
intensa ou aguda podem aumentar o estresse oxidativo devido ao aumento de ROS
(VOLLAARD; SHERMAN; COOPER, 2005). Uma vez que exercicio fisico exaustivo
exercer influéncia sobre o balanco entre as ROS e o mecanismo de defesa
antioxidante, pode levar ao aumento da producdo de radicais livres e a diminuicédo
da defesa antioxidante e consequentemente podendo gerar lesdo oxidativa em
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diversos tecidos, como tecido muscular, figado, coracao e pulmao em animais (SEN;
PACKER, 2000). Estudos tém mostrado que a atividade fisica intensa conduz ao
estresse oxidativo no sangue e em varios tecidos, ndo s6 em humanos, mas também
outros animais (GOLDFARB; MCLNTOSH; BOYER, 1996; REDDY et al., 1998).

Durante o exercicio fisico, as ROS sao frequentemente geradas devido a
contracdo muscular, que requer uma grande quantidade de ATP, induzindo ao
aumento em torno de 100 vezes de consumo de oxigénio na mitocondria muscular
durante o exercicio, quando comparado com repouso € com isso levando a
producdo de maiores quantidades de O2" (KUWAHARA et al., 2010).

O figado € 6rgdo que pode ser afetado durante o exercicio fisico, uma vez
que ele pode sofrer um processo de isquemia e reperfusdo, com consequente
formacdo de ROS (CHOLEWA at al., 2008). Essa reperfusdo ocorre porque durante
o exercicio fisico a circulacdo sanguinea pode ser desviada para a musculatura
esquelética em atividade, ocasionando hipdxia temporaria nos outros tecidos, porém
uma vez cessado 0 exercicio, esses tecidos recebem grande quantidade de

oxigénio, o que pode favorecer a formagao das ROS (FINAUD et al., 2006).

2.3 Estresse oxidativo e eritrocitos

Os eritrocitos sdo células produzidas na medula 6ssea, que durante o seu
desenvolvimento, em mamiferos, perdem seu nudcleo, ribossomos, mitocondrias e,
portanto, toda a sua capacidade de divisdo celular, sintese protéica e reacdes
oxidativas que ocorreriam nas mitocondrias (WAFA et al.,, 2011). Sua principal
funcdo é o transporte de oxigénio e dioxido de carbono através da hemoglobina,
esta é caracterizada como globular, com estrutura quaternaria, formada por quatro
cadeias polipeptidicas, sendo duas do tipo a e duas do tipo . A cada uma dessas
cadeias esta coordenado um grupo heme, com um atomo de ferro em estado ferroso
(Fe*?). Os eritrcitos, devido ao seu papel como transportador de O2 e CO2, sdo
constantemente expostos as espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo
(WAFA et al., 2011). As ROS séao continuamente produzidas nos eritrocitos devido
ao aumento da tensédo do oxigénio com o sangue arterial e o abundante conteudo de

ferro heme na molécula de hemoglobina (JOHNSON et al., 2005).
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A principal fonte intracelular de espécies reativas de oxigénio nos eritrécitos é
a auto-oxidagéo e a dismutacdo da oxihemoglobina, que geram respectivamente o
radical superoxido e o peroxido de hidrogénio (Figura 2) (NAGABABU et al., 2006).
O ferro é o mais abundante e importante metal presente na molécula de
hemoglobina (Hb) e auxilia na ligacdo com o oxigénio. Para que isso ocorra, o ferro
heme deve ser mantido em estado reduzido (Fe?*), caso haja falha nesse
mecanismo, a hemoglobina ndo mantém sua funcdo, o que pode resultar na
liberacdo do ferro da HB, formando a metahemoglobina (metHb), que é incapaz de
ligar-se e transportar o oxigénio (TELEN; KAUFMAN, 1999). Isso acontece quando
o ritmo de oxidagdo da hemoglobina excede a capacidade enzimatica de reduzi-la.
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Figura 2. Principais vias do metabolismo dos radicais livres nos eritrécitos
(WINTERBOURN, 1990).
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2.4  Peroxidacéo lipidica

As membranas bioldgicas sdo constituidas principalmente por fosfolipideos,
0S quais possuem uma porc¢ao polar e duas hidrofébicas. Geralmente, as “caudas”
hidrofébicas sdo compostas por acidos graxos, que podem diferir no comprimento e
na configuragdo em que se apresentam, e também no grau de insaturacao
(ALBERTS et al., 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidacéo lipidica nos tecidos € um processo degenerativo definido como
uma cadeia de eventos bioquimicos envolvendo radicais livres e acidos graxos poli-
insaturados (PAOLINELLI, 2006). Ela resulta em modificagbes nos lipidios de
membrana, tornando-a mais firme e menos flexivel, favorecendo alterac6es na
permeabilidade, gerando um fluxo indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares.
Este desequilibrio hidroeletrolitico leva a ruptura da célula e lise com necrose
(TIMBRELL, 2000).

A peroxidagdo lipidica inicia-se quando uma espécie reativa de oxigénio
abstrai um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos
poli-insaturados (LH) das membranas ou de outras particulas de lipoproteinas,
formando o radical lipidico (L*), este por sua vez sofre rearranjo molecular, formando
um dieno conjugado que reage com 0 oxigénio produzindo o radical peroxil (LOO?®),
o qual na presenca de outro lipidio ou outro doador de elétron, forma o peréxido
lipidico (LOOH) e outro radical lipidico (L*) (Figura 3) (SJODIN et al 1990;
BLOKHINA et al., 2003; STOKER; KEANEY, 2004).

O radical lipidico € reativo e pode iniciar a formag&o de novos radicais livres e
assim continuar a cascata de reacfes e o hidroperoxido lipidico pode sofrer
degradacdo catalisada por metais de transicdo e produzir ainda mais radicais
reativos como o radical alcoxil (LO®) e peroxil (LOO®), que irdo continuar a reacao
em cadeia possibilitando a formacédo do malondialdeido, pentano e etano (SJODIN
et al., 1990; BLOKHINA et al., 2003; STOKER; KEANEY, 2004).

O resultado deste processo € a oxidacao de varias moléculas de acidos
graxos (VALKO et al., 2004). Os acidos graxos com uma dupla ligacdo ou sem dupla
ligacdo sdo mais resistentes a esse ataque, relativamente a acidos graxos poli-
insaturados, 0s quais estdo presentes em grandes quantidades em membranas
celulares. Nas membranas de organismos aerébicos, a peroxidagao lipidica ocorre

com frequéncia devido a agdo excessiva das ROS produzidas em excesso durante o
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exercicio fisico. Um dos produtos da peroxidacdo lipidica da membrana é o
malondialdeido (MDA), que quando formado em pequena quantidade durante a
peroxidagdo pode reagir com o acido tiobarbitirico gerando um produto colorido que
pode ser quantificado fotometricamente e pode ser usado como marcador de
estresse oxidativo (YENER et al., 2009; THIRUMALAI et al., 2011).

Os fatores que estdo relacionados com o aumento da peroxidacdo lipidica
durante e ap0s o exercicio sdo a intensidade do exercicio, o nivel de aptidao fisica, a
capacidade antioxidante do individuo, o tecido, a dieta (MATAIX et al., 1998), e a
recuperagdo pos exercicio (LEAF et al., 1997). O exercicio exaustivo de natacao
aumenta a producgdo de espécies reativas de oxigénio no figado e no musculo (YOU
et al., 2010).
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Figura 3. Peroxidacao lipidica: uma reagdo em cadeia. Fonte: Halliwell; Gutteridge
(1991).
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2.5 Defesa antioxidante

Os compostos com propriedades funcionais em alimentos e substancias com
atividade antioxidante tem recebido grande atencdo pois, quando a quantidade de
antioxidante presente do organismo sao insuficientes para combater as EROs
produzidas pelo organismo, este sofre acdes degenerativas através de distarbios
gerados pelo estresse oxidativo (ALVES et al., 2010)

Os antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e/ou diminindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres (SOARES et al., 2005), esses antioxidantes
podem ser definidos como compostos que protegem as células contra os efeitos
danosos causados pelas ROS (SANTOS et al.,, 2010). O sistema de defesa
antioxidante esta presente em solucdo aguosa e em compartimentos da membrana
das células. Esses podem ser enzimaticos (presentes no organismo) ou nao

enzimaticos (provenientes da dieta).

2.5.1 Antioxidante Enziméatico

O sistema de defesa antioxidante enzimatico constitui-se de enzimas como:
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) glutationa
redutase (GR). Essas enzimas e 0s antioxidantes ndo enzimaticos sdo essenciais
para a preservacao do sistema bioldgico contra a a¢do dos radicais livres (MISHA et
al., 2010).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes frente a um substrato oxidavel, retarda ou
previne a oxidacao de tal substrato (HALLIWEL, 2006). Apesar de o oxigénio (Oz2)
possuir beneficios para o organismo, estes tiveram que desenvolver ao longo da
evolucdo das espécies defesas antioxidantes enzimaticas contra as ROS como
superoxido O2", peroxido de hidrogénio H202 e radical hidroxil OH®, dentre outros
(CATLING et al., 2005; PRYOR, 2006). No entanto, quando 0s organismos sao
expostos a acdo dessas espeécies sintetizam proteinas (enzimas) antioxidantes como
as superoxido dismutases (CuzZn-SOD - citosdOlica e extracelular; Mn-SOD -
mitocondrial), catalase e glutationa peroxidase (GPX - dependentes e né&o-
dependentes de selénio) para decomporem respectivamente o anion Oz, H202 e

lipoperéxidos (YU, 1994). A SOD apresenta-se como a primeira linha de defesa
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contra o radical superéxido e atua catalizando-o em peréxido de hidrogénio (H202),
que é utilizada posteriormente pela CAT ou GPx (LODI et al., 2011; MORO et al.,
2010). Nos mamiferos, os niveis mais altos de CuZn-SOD encontram-se no figado,
eritrocitos, cérebro e neurdnios (FORSBERG et al.,, 2001) e atua catalisando a
conversao do anion superoxido em peroxido de hidrogénio.

A GPx esta localizada em diferentes regides celulares, e sua expressao varia
em diferentes tecidos (MATES et al., 1999). As enzimas mais estudadas apos o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio sdo a superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase. Essas enzimas antioxidantes podem ser ativadas durante o
exercicio agudo extenuante mas dependendo do estresse oxidativo imposto sobre
os tecidos especificos, bem como a capacidade de defesa antioxidante intrinseca
(THIRUMALAI et al., 2011).

2.5.2 Antioxidante ndo enzimatico

Nos ultimos anos o interesse pelos antioxidantes naturais e seus efeitos sobre
a saude e nutricdo humana aumentou consideravelmente (MORELI; PRADO, 2012).
Tais antioxidantes podem ser obtidos através da ingestdo de alimentos e podem agir
doando elétrons para as ROS. Contudo, essas espécies formadas a partir dos
antioxidantes ndo enzimaticos ndo sao reativas para propagar a rea¢cdo em cadeia,
portanto sdo neutralizadas ou recicladas por outro antioxidante (VALKO et al., 2004).
Os incontestaveis beneficios do consumo de frutas e hortalicas para a saude devem-
se, em parte, a presenca de varios antioxidantes (STANNER et al., 2004;
CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos encontrados na acerola, estdo a
Vitamina C, antocianinas, flavondis e polifendis. Os antioxidantes provenientes de
fontes alimentares podem agir em conjunto com as enzimas, inibindo a formacéao de
ROS ou neutralizando-os (HASSIMOTTO et al., 2005).
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2.5.2.1 Vitamina C

A vitamina C ou acido ascérbico € uma vitamina hidrossollvel, e sua ingestao
através da dieta € essencial para o organismo humano (AGUIAR, 2001). Contudo,
possui diversas fungoes fisioldgicas, entre elas, o potencial antioxidante de reciclar a
vitamina E no processo de peroxidacao lipidica das membranas e lipoproteinas
(VALKO et al.,, 2004). A vitamina C apresenta uma protecdo contra a oxidacao
descontrolada no meio aquoso da célula, devido a sua acdo redutora (COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Essa vitamina, por ser um antioxidante hidrossoluvel,
esta localizada nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (HERMES,
2004; BARREIROS et al.,, 2006). Estudos recentes tém demonstrado que a
comercializacdo de suplementos nutricionais tem aumentado substancialmente nas
Gltimas décadas, e que, a vitamina C encontra-se no ranking dos mais consumidos
(PETROCZI et al., 2007; TIRAPEGUI, 2005). Essa vitamina desempenha varias
funcdes bioldgicas relacionada ao sistema imune, formacdo do colageno, absorcéo
de ferro, inibicdo da formacdo de nitrosaminas e acdo antioxidante (VANNUCHI,
JORDAO JUNIOR, 2000). Além disso, as propriedades redutoras da vitamina C
ajuda a absorver o ferro na dieta, que é necessario para a formagédo da hemoglobina
em células vermelhas do sangue (CHOLEWA et al., 2008).

Algumas frutas tropicais apresentam elevado valor nutricional devido a
excelente fonte de vitamina C, como por exemplo, a acerola, considerada como uma
das fontes mais ricas em vitamina C e no Brasil apresenta altos teores que podem
variar de 1021 mg/100g a 1836,8 mg/100g de matéria fresca respectivamente
(ALVES et al., 2005; ARAUJO et al., 2007).

A absorcdo das vitaminas depende diretamente da dose, pois quando
administrada em excesso 0 organismo nao absorve completamente. O acido
ascoérbico quando ingerido em altas concentracfes gera uma elevada atividade dos
tubulos renais para que este seja reabsorvido. Quando a capacidade de absorcéo
deses tubulos chega ao maximo, o acido ascorbico ndo é mais reabsorvido sendo
portanto excretado pela urina. Convém salientar que a reducdo da quantidade de
vitamina C no organismo pode contribuir para o aumento do estresse oxidativo
(CRUZAT et al., 2007). Neste contexto, torna-se cada vez mais frequente a
utilizacao desta vitamina entre atletas com o intuito de melhorar a performance a

recuperacao fisica e impedir danos causados pelo excesso de radicais livres.
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Tem sido postulado que uma rede de antioxidantes com propriedades
quimicas diferentes podem trabalhar de forma sinérgica, na protecdo das células
contra danos (BLOMHOFF et al., 2006) dentre esses efeitos, estdo o efeito
cooperativo entre as vitaminas C e E, frequentemente mencionado na literatura,
mostrando que a interacdo dessas vitaminas € efetiva na inibicdo da peroxidacao

dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA (GEY, 1998).

HO

HO

HO OH

Estrutura da vitamina C

2.5.2.2 Antocianinas

As antocianinas sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, grupo de pigmentos naturais, que apresentam estruturas fendlicas
variadas (NIJVELDT, 2001; KUSKOSKI, 2004). A cor vermelha da acerola, no
estddio maduro, decorre da presenca de antocianinas que em funcdo de sua

guantidade determina diferencas de cor entre os frutos (LIMA et al., 2000).

Um grande interesse pelas antocianinas vem sendo demonstrado pelas
observacdes promissoras de seu potencial benéfico a saude, decorrente de sua
acdo antioxidantes (VEDRAMINI; TRUGO, 2004) As antocianinas possuem uma
estrutura quimica adequada para a acao antioxidante, sendo capaz de doar elétrons
ou atomos de hidrogénio para radicais livres (PRIOR, 2003) conferindo assim uma
acao antioxidante. Seu potencial antioxidante € regulado por suas diferencas na
estrutura quimica, variando a posicdo e os tipos de grupos quimicos nos anéis
aromaticos das antocianinas, a capacidade de aceitar elétrons desemparelhados de
moléculas de radicais também varia (GALVANO et al., 2004). Seu potencial

antioxidante também €& dependente do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxilas e

28


http://pt.wikipedia.org/

sua conjugacao, assim como da presenca de elétrons doadores no anel da
estrutura, devido a capacidade que o grupo aromatico possui de suportar o
desaparecimento de elétrons (KUSKOSKI, 2004).

estrutura geral das antocianinas
Ry e Ry podem ser H ou acucares
R podem ser OH ou H

A deficiéncia de elétrons também as tornam sensiveis as alteracdes de pH e
temperatura, porém mesmo com essa instabilidade, as antocianinas s&o
consideradas um dos compostos naturais com maior capacidade antioxidante
(GALVANO et al., 2004). Muitos destes compostos apresentam varios efeitos
bioldgicos, incluindo acdes antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
vasodilatadora (SILVA et al., 2010).

2.5.2.3 Flavonodides

Os flavonodides englobam classes de pigmentos naturais encontrados com
frequéncia nos vegetais e sao constituidos por grupo de fendlicos que exercem
efeitos benéficos contra processos degenerativos relacionados com estresse
oxidativo ou envelhecimento (SCALBERT, et al., 2005). Antocianinas e flavondis séo
compostos que pertencem ao grupo dos flavondides e sdo responsaveis pela
coloracdo que varia de vermelho vivo a violeta e de branco a amarelo
claro,respectivamente (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Os flavondides sdo importantes na
acdo contra o0 estresse oxidativo, pois agem tanto em meio hidrofébico como
hidrofilico, podendo assim estar presentes nas duas fases da camada fosfolipidica, e
atuar como moduladores da fluidez (SUN; SIMONYI; SUN, 2002; KUSKOSKI et al.,
2004; LIMA et al., 2005). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-se
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principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transi¢céo, agindo tanto na etapa de iniciagao
como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acéo
de antioxidantes fenodlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (HASLAM, 1996; CHUN et al.,
2005).

2.5.2.4 Polifendis

Os polifendis compreendem o maior grupo dentre 0s compostos bioativos
presentes nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a sua
estrutura quimica (ARTS; HOLLMAN, 2005). Os polifendis sdo antioxidantes que
atuam na remogéo de ROS como peroxidos e hidroperdxido lipidico e assim inibindo
a oxidacdo de compostos que podem levar a geracdo de doencas degenerativas
(MISHRA et al., 2010)

O conteddo de polifenéis em alimentos pode variar conforme a regido
geografica de plantio, variagdo a exposicdo solar, método de cultivo, tipo de cultivar
analisado, dentre outros, convém salientar também que a avaliacdo desses
compostos em frutas e hortalicas produzidas e consumidas no Brasil sdo essenciais

para avaliar os alimentos fontes de compostos bioativos (FALLER; FIALHO, 2009).
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3

Objetivos

3.1

Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do suco de acerola

(Malpighia emarginata DC.) sobre o metabolismo oxidativo de camundongos

submetidos a exercicio agudo de natacao.

3.2

Objetivos Especificos

- Determinar a concentragdo de antocianinas, polifendis, flavonois e vitamina C
no suco e na polpa de acerola;

- Avaliar a capacidade antioxidante total do suco e da polpa de acerola;

- Investigar o efeito do suco de acerola sobre a peroxidacgéo lipidica no figado
de camundongos submetidos ao exercicio de natacao;

- Avaliar o efeito do suco de acerola sobre a atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) nas heméacias de

camundongos submetidos a exercicios de natacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Acerola (Malphighia emarginata), clone BRS 238 - Frutacor, provenientes de
produtores do municipio de Limoeiro do Norte, CE, foram colhidas no estadio de
maturacdo comercial, com coloracdo vermelha uniforme. Os frutos foram utilizados
para a producéo de suco (1:1) que foi acondicionado em potes de plastico escuro e

congelado a - 20°C

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos "swiss" machos, com 7 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais
foram mantidos, sob regime alimentar conveniente e agua ad libitum. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Ceara (nUmero do protocolo: 90/10).

4.3 Reagentes

Todos os reagentes listados nha metodologia foram de grau analitico.
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4.4 Estudo do potencial antioxidante da acerola: Teores de antioxidantes nao

enziméaticos.
4.4.1 Preparacao das amostras de acerola

Frutos, no estadio fisiologicamente maduro, foram triturados e
homogeneizados, com casca e sementes, para a obtencéo das polpas. A partir das
polpas, foram preparados 300 mL de suco na concentragédo (1:1), que em seguida
foram acondicionados em eppendorfs a -20°C para posterior utilizagcao.

O extrato utilizado para determinacédo da capacidade antioxidante total e dos
polifendis totais foi obtido a partir de 1 g de suco e polpa, seguindo a metodologia de
Larrauri et al. (1997). Foram pesados 1 g de suco, em um béquer, adicionados 40
mL de metanol 50%, homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 15 minutos. ApOs
centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL e
denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extragdo, foram
adicionados 40 mL de acetona 70 %, sendo homogeneizado e deixado em repouso
por 60 minutos em temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifugacéo a 16.000
g durante 15 minutos, sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) e
adicionado ao baldo volumétrico contendo o sobrenadante 1. O volume final (balédo)
foi ajustado para 100 mL com agua destilada (LARRAURI et al., 1997).

4.4.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante total

Inicialmente, a partir do extrato obtido, foram preparadas trés diferentes
concentragcbes: 5.000, 10.000 e 20.000 mg/L Em tubos de ensaio, foram
adicionados, em ambiente escuro, 30 UL do extrato e 3,0 mL da solucédo do radical
2,2’-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] (ABTS*) diluido em alcool etilico
até obtencdo de uma absorbéancia de 0,70 £ 0,01 a 734 nm, preparada a partir da
solucédo estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM 16 horas antes da
andlise. Foi utilizada solucdo do antioxidante sintético, 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox-Sigma 2000 uM), preparado em alcool
etilico, como antioxidante padrdo. A atividade antioxidante total foi calculada com

base em uma curva padrdo de doses decrescentes de Trolox. As leituras foram
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realizadas em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 734 nm, 6 minutos
apos a adicdo da solucéo do radical e os resultados expressos em UM Trolox/ g de
suco. As analises foram realizadas em triplicata para cada concentracdo. Seguiu-se
0 mesmo procedimento para determinacdo da atividade antioxidante total da solucéo
de acido ascorbico.

O método ABTS baseia-se numa reagdo no qual avalia-se a capacidade dos
antioxidantes em capturar o cation radical ABTS*. Esta captura produz um
decréscimo na absorbancia a 734nm. O decréscimo produzido pelo trolox é
comparado ao produzido pelo antioxidante que se esta analisando (MILLER et al.,
1993). A curva gerada pela inibicdo da absorbancia € calculada, sendo que os
resultados séo interpolados na curva de calibracdo e expressos em atividade

antioxidante equivalente a 1mM do trolox (RUFINO et al., 2007).

4.4.3 Avaliacdo dos Polifendis totais

A guantificacdo de compostos polifenélicos foi realizada conforme descrito por
Obanda e Awuor (1997), com modificacdes. Esse método envolve a reducdo do
reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos das amostras com
concomitante formacdo de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente
a 700 nm. Em tubos de ensaio, foram adicionados, em ambiente escuro, 250 uL do
extrato, completando para 250 yL com &gua destilada, 200 pyL da solugédo Folin
Ciocalteau, 500 uL da solucao de carbonato de sédio anidro (Na2CO3) a 20 %, 500
ML de agua destilada e, em seguida, a mistura de reacdo foi homogeneizada. Como
padrdo, foi utilizada a solu¢cdo de acido gélico. As concentracbes de polifendis
soluveis totais foram calculadas com base em uma curva padrdo de doses
crescentes de acido galico 98% (Acros Organics). As leituras foram realizadas em
leitor de placa com o comprimento de onda de 700 nm, 30 minutos apds a adi¢ao
dos reagentes. Os resultados foram expressos em mg de acido galico/ 100 g de

suco ou polpa. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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4.4.4 Determinacao de vitamina C

Para a determinacdo do teor de vitamina C nas diferentes amostras, foi
utilizada a solugédo de Tilman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02%-DFI) segundo
metodologia de Strohecker e Heaning (1967). Primeiramente realizou-se a
padronizacdo da solucdo de Tilman, tomando-se 5 mL da solugcdo da acido
ascorbico (50 pg/ml) em um erlenmeyer de 125 mL e completando o volume com +
50 mL de agua destilada. Realizou-se a titulagdo com a solucdo de Tilman
refrigerada até o ponto de viragem, réseo claro, persistente por 15 segundos. A
titulacdo foi realizada em triplicata e os volumes obtidos foram utilizados para
calcular o titulo do reagente, ou seja, quantidade de acido ascoérbico necessaria para
titular 1 mL da solu¢do de Tilman. O teor de vitamina C foi calculado utilizando os
volumes das titulagdes juntamente com o titulo determinado na padronizacdo da
solucédo de Tilman. Os valores foram expresso em mg de vitamina C por 100 g da

amostra.

4.45 Determinacao de antocianinas

O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o método de
Francis (1982). Uma aliquota de 1 mL da amostra de suco de acerola foi transferida
para um baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volume
aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C por uma noite. O
material foi filtrado para um béquer (50 mL), envolto por papel aluminio e em
seguida, a absorbancia foi medida a 535 nm. O branco foi composto apenas da
solucéo de etanol-HCI (1,5 N). Todas as andlises foram feitas em triplicata e os
resultados expressos em mg/100 g de suco através da férmula: Absorbancia x fator
de diluicdo/ (98,2).

4.4.6 Determinacao de flavonéis

O teor de flavonais totais foi determinado de acordo com o método de Francis
(1982). Uma aliquota de 1 mL da amostra de suco de acerola foi transferida para
um baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volume
aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C por uma noite. O

material foi filtrado para um baldo (50 mL), envolto em papel aluminio e em seguida,
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a absorbancia foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenas da solucédo de
etanol-HCI (1,5 N). Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados
expressos em mg/100 g de suco através da férmula: Absorbancia x fator de diluicao/
(76,6).

4.5 Efeito do suco de acerola sobre a atividade das enzimas SOD e GPx nos
eritrocitos e sobre a peroxidagdo lipidica em camundongos submetidos a

exercicio agudo de natacéo.
4.5.1 Grupos experimentais

Para avaliar o efeito do suco de acerola e acido ascorbico sobre a atividade
das enzimas SOD e GPX dos eritrécitos e sobre a peroxidagdo lipidica em
homogenato de figado de camundongos, os animais foram distribuidos em 4 grupos
com 10 animais (Figura 4) e foram submetidos aos seguintes tratamentos:

1) Grupo agua: animais receberam 200 puL de agua por via intragastrica durante 30
dias;

2) Grupo agua + exercicio agudo (agua + exe): animais receberam 200 yL de agua
por via intragastrica durante 30 dias;

3) Grupo suco de acerola + exercicio agudo (suco + exe): animais receberam 200 pL
de suco de acerola por via intragastrica durante 30 dias;

4) Grupo acido ascorbico + exercicio agudo (AA + exe): animais receberam 200 uL

de &cido ascorbico por via intragastrica durante 30 dias.

4.5.2 Protocolo de exercicio

No ultimo dia do tratamento, 0sS grupos aguatexe, suco+exe e AA+exe
foram submetidos a uma Unica sessao de exercicio de natacdo até a exaustdo,
seguindo a metodologia proposta por Wang et al (2008) com pequenas
modificacdes. Primeiramente, os camundongos foram submetidos a um periodo de
adaptacao de sete dias ao meio liquido (15 minutos), para reduzir fatores ligados
ao estresse promovido pela atividade da natacdo (VOLTARELLI, 2002). Uma bacia
foi utilizada para a realizacdo da sesséo de natagéo, sendo a temperatura da agua

monitorada e mantida em torno de 34°C + 1°C. Os animais realizaram exercicios
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fisicos de forma aguda, nadando com um pequeno peso preso na regiao dorsal
(com massa equivalente a 5% de seu peso corporal) até a exaustdo. O grau de
exaustdo foi caracterizado pela incapacidade do animal em manter-se na superficie
da agua (MIZUNOYA, 2002).

Desenho experimental

v v v v
B .

7 dias de adaptacio ao meio liquido

1 hora apés exercicio exaustivo

sanglP

eutanasia

_

Figura 4. Desenho experimental de parametros bioquimicos em camundongos
tratados com suco de acerola/agua durante 30 dias e submetidos a uma sessao
aguda de natacao

4.5.3 Amostras de sangue
As primeiras amostras de sangue foram coletadas com 22 dias de
tratamento (tempo zero). Posteriormente foram realizadas coletas no ultimo dia de

tratamento (30 dias de tratamento). As amostras de sangue foram coletadas do
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plexo retro-orbital dos camundongos e em seguida adicionadas aos tubos contendo
EDTA. Uma aliquota foi retirada para analise da quantidade de hemoglobina. O
restante da amostra foi centrifugado e as hemacias foram lavadas e separadas

para analise da atividade das enzimas SOD e GPx.

4.5.4 Determinacdo da hemoglobina (Hb)

As dosagens de hemoglobina foram realizadas de acordo com a metodologia
sugerida no Kit comercial (Labtest). Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi
adicionado a 2,5mL do reagente de cor, homogeneizado e esperou-se 5 minutos. A
absorbancia foi lida em 540nm. O branco foi composto por apenas agua destilada.
Os valores obtidos em g/dL utilizando o fator de calibracdo através do padrdo de
hemoglobina.

Hemoglobina (g/dL) = absorbancia do teste x fator.

4.5.5 Preparo do hemolisado

As atividades da SOD e GPx foram determinadas nos eritrécitos, pelo método
in vitro, conforme metodologia proposta pelo fabricante RANDOX®.
Resumidamente, as amostras de sangue total com EDTA foram centrifugadas para
separacdo dos eritrécitos numa centrifuga de bancada a 5.000 rpm durante 15
minutos em temperatura de 4°C. Em seguida, a lavagem dos eritrocitos foi realizada
com a adicdo de 300 pL de solucéo salina fisiolégica (NaCl 0,9%). O procedimento
de lavagem foi realizado trés vezes e depois de cada lavagem o sobrenadante foi
aspirado e descartado. Posteriormente, aos eritrécitos foi adicionada agua
deionizada (1:1), para homogeneizacdo e em seguida com o auxilio de uma pipeta
foram adicionados 10 pL de fenilmetilsulfonilflior (PMSF), um inibidor de protease, e
a suspensdo mantida a -80°C para as andlises das atividades das enzimas SOD e
GPx.
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4.5.6 Determinacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD)

nos eritrécitos

A atividade da SOD foi determinada através de um kit comercial (Kit de
RANSOD, Randox). Neste método, xantina e xantina oxidase foram empregadas
para gerar o radical superéxido que reagem com 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
cloreto de 5-phenyltetrazolium (INT) para formar o formazan, um corante vermelho.
A atividade da SOD foi determinada em hemolisado e a atividade da enzima foi

expressa em unidades / grama de hemoglobina (U/gHb).

4.5.7 Determinacédo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) nos

eritrécitos

A determinacdo da GPX nos eritrécitos foi realizada através do kit RANSEL
RS- 504 da RANDOX laboratories Ltda. Esse método baseia-se na metodologia
proposta por Paglia e Valentine (1967), em que a GPX catalisa a oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH) pelo hidréxido de cumeno. Na presenca de glutationa
redutase e NADPH, a glutationa oxidada (GSSG) é imediatamente convertida para
a forma reduzida, com a simultdnea oxidacdo do NADPH para NADP*. As amostras

foram lidas a 340 nm em espectrofotdmetro (Biochron-Libra S12).
4.5.8 Determinacado da peroxidacdao lipidica em figados de camundongos

A lipoperoxidacdo (LPO) dos hepatdcitos foi avaliada de acordo Agar et al.
(1999). Esse método avalia o0 estresse oxidativo pela medida do malondialdeido
(MDA), que é o ultimo produto da quebra dos lipidios causada pelo estresse
oxidativo. Resumidamente, 0,1 g de figado de camundongos foram macerados com
1 mL de tampdo cloreto de potassio (pH 7,4). Foram retirados (250 pL) desse
homogenato e essas amostras foram mantidas a 37°C durante 60 minutos em
banho-maria. Posteriormente, 400 uL de acido perclérico foram adicionados ao
homogenato e centrifugados durante 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante (600
pL) foi misturado com 200 pL de acido tiobarbitarico e aquecido a 98°C durante 30
minutos em banho-maria. ApOs esse periodo, foi mantido em temperatura ambiente.
Entdo, as amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e a absorbancia foi lida

em leitor de placa a 532 nm. Foi feita uma curva padrdo, usando 1,1,3,3
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tetrametoxipropano em diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos em

nanomoles de MDA por grama de tecido (nmol/g de tecido).

459 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Todas as
andlises foram realizadas usando o programa Graph-Pad PRISMA 5.0. Para a
realizacdo da analise estatistica dos dados, foi verificado primeiramente se os dados
eram paramétricos e entdo foi aplicado um teste de analise de variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas com um
nivel de confianca de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo do potencial antioxidante da acerola: atividade dos antioxidantes

nao enzimaticos

A tabela 01 mostra os teores de antocianinas, flavonodis e vitamina C

presentes no suco e polpa de acerola.

Os valores médios das antocianinas,

flavondis, vitamina C, polifendis totais e antioxidante total foram respectivamente:
18,9 + 0,004 mg/ 100 g e 34,6 £ 0,002 mg/ 100 g; 11,3 + 0,003 mg/ 100 g e 22,3
0,00 mg/ 100 g; 718 + 0,033 mg/ 100 g e 1.453 £+ 0,088 mg/100 g; 659 + 4 mg/100 g
e 1.153,34 + 0 mg/100 g; e 18,5 + 1,5 uM Trolox/ mL e 36,24 + 0,65 puM Trolox/ mL

Tabela 1. Antioxidantes ndo enziméticos em suco e polpa de acerola.

Antioxidantes ndo Enziméatico

mg/ 100 g de Suco

mg/ 100 g de polpa

Antocianinas 18,9 +£ 0,004 34,6 + 0,002
Flavonais 11,3 + 0,003 22,3+0,00

Vitamina C 718 + 0,033 1.453 + 0,088
Polifendis totais 659 +4 1.153,34 £ 0 mg/100 g

Antioxidante total

18,5+ 1,5 uM Trolox/
mL de suco

36,24 + 0,65 uM
Trolox/ mL de polpa

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.), as

analises foram feitas em triplicata.
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5.2 Variacdo da massa corporal e atividade das enzimas SOD e GPx em

eritrocitos de camundongos

A figura 5 mostra a variacdo da massa corporal dos camundongos avaliados
no inicio e no final dos tratamentos: agua, suco de acerola ou acido ascorbico. Os
resultados mostraram um ganho de peso em todos os grupos, quando comparados o
peso inicial e no fim do tratamento dentro de cada grupo (p< 0,05). Esse aumento do
peso foi normal para o periodo avaliado. Nao houve diferenca significativa dos
pesos, quando comparados todos 0os grupos no inicio do tratamento e todos os

grupos no ultimo dia de tratamento.
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Figura 5. Variacdo da massa corporal de camundongos. Os animais foram
pesados com sete semanas de idade (Tempo zero) e 12 semanas (Tempo 30 dias).
Grupos controle (200 uL de agua durante 30 dias), aguatexe (200 pL de agua
durante 30 dias + exercicio), suco+exe (200 pL de suco de acerola durante 30 dias +
exercicio) e AA+exe (200 uL de acido ascorbico durante 30 dias). Os resultados séo
expressos em gramas (g). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<
0,05).

A figura 6 mostra a atividade da SOD em eritrocitos de camundongos que
receberam durante 30 dias, agua ou suco de acerola ou acido ascérbico e foram
submetidos a estresse agudo por exercicio de natacdo. Foram obtidos valores em

U/gHb de 875,7; 873,7; 920,5 e 447,4 respectivamente para 0S grupos agua,
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aguatexe, suco+exe e AA+exe. Nao havendo portanto diferenca entre a atividade
da SOD dos animais que fizeram exercicios de natacdo (dguat+exe e suco+exe) e
aqueles que ndo foram submetidos a esses exercicios. Em relagdo ao grupo AA+exe
observou-se uma reducao de aproximadamente 50% da atividade da SOD quando

comparada aos valores determinados para os outros grupos (p< 0,05).
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Figura 6. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) em eritrocitos de
camundongos. A atividade da SOD foi determinada nos grupos controle (200 uL de
agua durante 30 dias), agua+exe (200 puL de agua durante 30 dias + exercicio),
suco+exe (200 pL de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 pL
de acido ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em unidades de
atividade de SOD/ grama de hemoglobina (U/g Hb). Letras diferentes significam
diferenca estatistica (p< 0,05).

A figura 7 mostra a atividade antioxidante da GPx nas hemacias de
camundongos submetidos que receberam por um periodo de 30 dias consecutivos,
agua ou suco de acerola ou acido ascérbico e foram submetidos a uma sesséo de
exercicio agudo de natacdo. Foram obtidos valores em U/gHb de 52,5; 55,78; 54,34
e 68,32 respectivamente para 0S grupos agua, aguatexe, suco+exe e AA+exe.
Apesar do aumento aparente na atividade da GPx no grupo AA+exe de 30,1%
guando comparada a atividade de GPx determinada para o grupo agua, nao houve

diferenca significativa entre os resultados dos diferentes grupos.
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Figura 7. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) em eritrocitos de
camundongos. A atividade da GPx foi determinada nos grupos controle (200 uL de
agua durante 30 dias), dgua+exe (200 pL de agua durante 30 dias + exercicio),
suco+exe (200 L de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 uL
de &cido ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em unidades de
atividade de GPx/ grama de hemoglobina (U/g Hb).

Letras diferentes significam diferenca estatistica (p< 0,05).

5.3 Efeito do suco de acerola sobre a peroxidacao lipidica em figados de

camundongos submetidos a exercicio agudo de natacéao.

A figura 8 mostra os niveis de malondialdeido (MDA) por grama de tecido
hepético em camundongos que receberam durante 30 dias, &gua ou suco de acerola
ou acido ascorbico e foram submetidos a estresse agudo por exercicio de natacao.
Como pode ser observado, foram determinados para os grupos agua, aguatexe,
suco+exe e AA+exe, valores de MDA (nmol/ g de tecido): 179,5; 227,2; 158,8 e

188,7, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os resultados.
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Figura 8. Niveis de malondialdeido (MDA) em homogenato de figado de
camundongos — Os teores foram avaliados nos grupos controle (200 pL de agua
durante 30 dias), &guat+exe (200 pL de agua durante 30 dias + exercicio), suco+exe
(200 pL de suco de acerola durante 30 dias + exercicio) e AA+exe (200 pL de acido
ascorbico durante 30 dias). Os resultados sdo expressos em nmol de MDA/ grama
de tecido (nmol/g de tecido). Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<
0,05).
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6. DISCUSSAO

A acerola € um fruto tropical que além da relevancia socio-econémica
apresenta grande potencial nutricional (FREITAS et al., 2006). A presenca do alto
teor de antioxidantes é uma das razfes que levam ao estimulo do consumo desses
frutos, além de serem importantes fontes de vitaminas e fibras contribuem para a
manutencdo do equilibrio entre a producdo e remocdo das espécies reativas de
oxigénio (MAIA., 2007). Nos dias de hoje grande énfase tem sido atribuida a
capacidade antioxidante dos alimentos, reconhecidos como funcionais, devido
sobretudo, ao seu efeito na protecédo de atividades enzimaticas relacionadas com o
metabolismo oxidativo. Nesse contexto, os frutos tropicais por serem ricos em
flavondis, vitamina C, compostos fendlicos, carotendides e antocianinas merecem
uma atencdo especial como possiveis agentes protetores do sistema biologico
contra danos oxidativos (MISHRA et al.,, 2010). Sabe-se que o0 exercicio fisico
intenso, realizado de forma aguda, pode gerar espécies reativas de oxigénio levando
ao estresse oxidativo (BELVIRANLI et al., 2006; SUREDA et al., 2005).

O organismo possui duas formas de defesa contra os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio. Uma delas é a utilizacdo de compostos antioxidantes
provenientes dos alimentos e a outra, € advinda de enzimas como a SOD e a GPx
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Nesse contexto, avaliou-se o perfil fitoquimico do
suco e da polpa de frutos maduros de acerola, as atividades das enzimas
antioxidantes (SOD e GPXx), nos eritrocitos de camundongos submetidos ou néo, a
realizacdo de exercicio agudo de natacdo, bem como a peroxidacdo lipidica em
homogenato de figado em idénticas condi¢cdes quando receberam ou ndo suco de
acerola em sua dieta ao longo de 30 dias.

Dentre os compostos fendlicos reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes, destacam-se o0s flavondides, que quimicamente englobam as
antocianinas e os flavondis (SILVA et al., 2010). Os teores de antocianinas e
flavonéis bem como vitamina C, mostrados na tabela 01, indicam que o
processamento da polpa em suco ndo acarretou perdas significativas desses

compostos (diluicdo de 1:2).
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Dentre esses antioxidantes nao enzimaticos, o teor de vitamina C é
aproximadamente 40 vezes maior que o de antocianinas e 65 vezes maior que o de
flavonois no suco e na polpa. Ja os teores de antocianinas comparados aos de
flavondis ndo revelam diferencas tao significativas tanto no suco quanto na polpa.
Kuskoski et al (2006), determinaram o teor de antocianinas totais em distintas polpas
de frutos: amora, uva, goiaba, morango, acerola que variou de 41,8 a 16,0 mg 100g™*
peso da matéria fresca, respectivamente. Convém salientar, que o teor de
antocianinas presente na acerola (tabela 01) € comparavel ao de uva (30,9 mg 1009
1) e aproximadamente duas vezes maior que o de acerola segundo os valores
determinados pelos referidos autores. J& a concentracdo de antocianinas totais
presente na polpa de diferentes amostras de acerola, encontrada por Mezadri et al
(2008), apresentou distintos teores numa faixa que variou de 2,7 + 1,7 a 5,23 + 0,2
mg/100g. Tais resultados apresentam valores inferiores quando comparados com o
obtido em nosso estudo.

Lima et al (2000) determinaram os teores de antocianinas e flavonadis totais na
polpa de seis variedades de acerola (Barbados, Coopama, Flor Branca, Inada, Mird
e Okinawa) e encontraram valores que variaram de 14,06 a 50,98 mg/100g para
antocianinas e de 9,31 a 20,22 mg/100g para flavondis. Quatro variedades
(Coopama, Flor Branca, Mir6 e Okinawa) apresentaram valores médios de
antocianinas e de flavondis de 15 mg/100g e de 10 mg/100g respectivamente. A
variedade BRS 238-Frutacor (tabela 01), avaliada no presente trabalho, revelou
teores de antocianinas e flavondis aproximadamente duas vezes superior aos das
quatro variedades. Das seis variedades, Barbados e Inada foram as que
apresentaram maiores concentracdes de antocianinas e flavondis. O teor de
antocianinas totais foi no minimo 25% superior ao detectado em BRS 238-Frutacor.
Contudo, o teor de flavondis em BRS 238-Frutacor foi aproximadamente 25%
superior ao da variedade Barbados e similar aquele encontrado na variedade Inada.
No tocante ao teor de Vitamina C, a acerola é um dos frutos tropicais que apresenta
elevado teor dessa vitamina, possuindo concentracdes superiores aos demais frutos
como a laranja, tangerina e goiaba. Os teores de Vitamina C em frutos pode ser
bastante variavel, contudo, quando se compara variedades de acerola, as distin¢cdes
também séo evidenciadas. Tais diferencas, sdo atribuidas aos aspectos genéticos,

ao estadio de maturacdo do fruto, a época da colheita, métodos culturais, clima
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(temperatura, precipitacado pluvial, insolacdo), local de cultivo e disponibilidade de
nutrientes provenientes do solo (NAKASONE et al., 1968; HENSHALL, 1981).

Os valores de Vitamina C foram analisados em diferentes polpas de acerolas
provenientes de material genético diferente e de distintas regides de S&o Paulo
(Aparecida do Salto, Bonfim Paulista, Capivari da Mata, Guara, Guariba, ltuverava,
Pioneiros e Porto Ferreira) cujos valores variaram de 243,48 mg/100g (Regibes de
Pioneiro) a 818,17 mg/100g (Regibes de Aparecida do Salto) (BRUNINI et al., 2004).
O teor dessa vitamina encontrado em BRS 238-Frutacor foi 83% superior ao teor
encontrado na polpa oriunda da regido de Pioneiros e 44% superior aquele
encontrado na polpa da regidao de Aparecida do Salto. Foi ainda superior (60%) ao
valor médio de Vitamina C das polpas de acerolas das regides de Bonfim Paulista,
Capivari da Mata e Porto Ferreira. Rufino et al (2010) utilizaram polpa de acerola
proveniente de Limoeiro do Norte-CE e o teor de Vitamina C encontrado (1357 + 9.5
mg/100g) foi semelhante ao de BRS 238-Frutacor que também tem a mesma
procedéncia.

Ademais, Oliveira et al (2012) ao avaliar o perfil fitoquimico, em quatro
distintos estadios de amadurecimento, de cinco variedades de polpas de acerola,
provenientes da Regido de Limoeiro do Norte-CE encontraram valores superiores
aos encontrados nos frutos da regido Sudeste o0 que possivelmente se deve as
diferencas climaticas. Dentre essas variedades de acerola estava a BRS 238
(Frutacor) que no estadio maduro apresentou uma concentracdo de Vitamina C
(1201+ 0,12 mg/100g) semelhante ao valor encontrado na tabela 01. Comparando-
se o teor de Vitamina C encontrado no suco de acerola com suco de outros frutos
tropicais, como laranja e tangerina, constatou-se um valor muito superior em acerola,
que variou no minimo de 9 a 33 vezes (COUTO et al., 2010).

Em relacdo ao teor de polifendis totais, a tabela 01 mostra que a polpa de
acerola apresenta 43 % mais polifendis que o suco, revelando que ndo houve
perdas significativas no processamento do suco. Kuskoski et al (2006) avaliaram
teores de polifendis totais em polpas de onze variedades de frutos (amora, uva, acai,
goiaba, morango, acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e maracuja). Das onze
polpas estudadas, a acerola e a manga possuem teores mais elevados de polifendis,
variando em 580,1 *+ 4,6 a 544,9 + 7,3 respectivamente. Contudo, o teor desse
composto encontrado em BRS 238-Frutacor foi superior em aproximadamente duas

vezes quando comparado com os valores médios obtidos nas polpas de acerola e
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de manga, e 98% superior quando comparado com 0s menores teores de polifendis
encontrados nas polpas de cupuacu (20,5 £ 2,6), maracuja (20,0 + 3,0) e abacaxi
(21,7+ 4,5). Ja Faller e Fialho (2009), avaliaram teores de polifendis em suco de seis
diferentes variedades de frutos como: abacaxi, banana, laranja, mam&o, manga e
tangerina. Tais teores variaram de 15,3 mg / 100g de suco (maméao) a 215,7mg /
100g de suco (banana). O suco de acerola BRS 238-Frutacor apresentou valor de
polifendis de aproximadamente 98% superior ao encontrado no suco de maméo e
68% quando comparado como suco de banana.

A atividade antioxidante total na polpa no suco de acerola foi avaliada pelo
método ABTS e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total
equivalente ao Trolox (valores TEAC). A concentragcdo de TEAC presente na polpa
de diferentes variedades de frutos encontrada por Kuskoski et al (2006), foi: uva (8,5
umolg™), acai (8,3 umolg?), goiaba (7,4 umolg?), morango (10,5 umolg?) manga
(13,7 ymolg?) e acerola (68,2 pmolg?). No entanto, o teor de antioxidante total na
polpa de acerola (tabela 01) € 75% superior aos valores médios de TEAC, presentes
na polpa de uva, goiaba e morango, e 63% superior aos encontrados nas polpas de
morango e manga. Entretanto, o teor encontrado na polpa de acerola BRS 238-
Frutacor foi duas vezes inferior ao encontrado na polpa de acerola pelos referidos
autores. Oliveira et al (2012) encontraram valores préximos aos de Kuskoski et al
(2006), avaliando o perfil fitoquimico da BRS 238-Frutacor com valores de TEAC
(Acerola Limoeiro do Norte-Ce) de 59,57 + 0,26 uM Trolox/ mL. Valores ainda
superiores foram encontrados por Gomes (2007) quando avaliou o perfil fitoquimico
da variedade Il 47/1 proveniente do municipio de Paraipaba-Ce (68,5 uM Trolox/ mL
no suco) denotando a variabilidade dos dados encontrados.

A caracterizacdo fitoquimica da variedade de acerola BRS 238-Frutacor
(Tabela 01) revelou valores (suco e polpa) de atividade antioxidante total compativel
com valores de outros frutos e ou variedades de acerola considerados ricos na sua
capacidade antioxidante. Grande interesse tem sido dado a capacidade antioxidante
dos alimentos como agentes protetores do metabolismo oxidativo. Uma vez que o
exercicio fisico é considerado como indutor de estresse oxidativo, pode-se sugerir
que o consumo de alimentos considerados funcionais atuem na manutencao do
equilibrio entre producéo e remocao de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma,
avaliamos o possivel efeito protetor do suco de acerola quando administrado em

camundongos previamente a realizacdo de exercicio agudo de natacéo.
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Inicialmente, camundongos machos Swiss, com sete semanas de vida foram
avaliados em relacdo ao peso corporal antes de dar inicio ao tratamento com suco
de acerola (Tempo zero). Apdés quatro semanas 0os mesmos foram novamente
pesados (Figura 05). Tal procedimento visou estabelecer um critério indicativo de
sanidade fisica em resposta ao tempo e ao consumo de suco de acerola. Os
diferentes grupos apresentaram pesos equivalentes no Tempo zero e apos 30 dias
houve um incremento no peso independente dos grupos, isto é, controles e
tratamento com suco de acerola. Os resultados obtidos foram indicativos do
desenvolvimento fisiolégico dos animais. Esse controle foi fundamental para dar
continuidade ao estudo do efeito do suco de acerola nas atividades das enzimas
SOD (Figura 06) e GPx (Figura 07), em eritrocitos de camundongos, bem como na
peroxidacao lipidica hepética (Figura 08) em resposta ao exercicio agudo de
natacdo. Os eritrocitos sdo células anucleadas, destituidas de ribossomos e
mitocondrias e consequentemente incapazes de realizar sintese proteica. Entretanto,
devido a alta tensdo de oxigénio no sangue arterial e a quantidade de ferro hémico
(hemoglobina), espécies reativas de oxigénio sao continuamente produzidas dentro
dessas células. Portanto, a préatica de exercicio fisico extenuante pode esta
associada a estresse oxidativo e os eritrocitos deve ser células alvo nesse processo.
Sabe-se que os eritrocitos dispdem de mecanismos de protecao (enziméticos e nao
enzimaticos) para reduzir os danos oxidativos. Dai, a razdo de avaliarmos as
atividades da SOD e da GPx nessas células. Convém salientar, que a glicose é o
anico combustivel utilizado pelos eritrécitos sendo essencialmente metabolizada a
lactato, através da via glicolitica (anaerébica). Grande parte da energia produzida na
glicolise (ATP) é utilizada para a manutencdo do equilibrio idnico através do
funcionamento da bomba sdodio/potassio prevenindo lise osmotica.

Dentre as enzimas antioxidantes, tanto a SOD quanto a GPx, s&o comumente
avaliadas depois de exercicios extenuantes (URSO, CLARKSON, 2003). Dai, nosso
interesse em avaliar enzimas antioxidantes enddgenas e antioxidantes nao
enzimaticos exogenos (suco de acerola) como mediadores do estresse oxidativo. A
SOD ocupa uma posicéo de primeira linha de defesa contra ROS , catalisando a
dismutacdo do anion superoxido em peréxido de hidrogénio. Essa enzima na
realidade compreende uma familia de enzimas com presenga ubiquitaria de metal
(Cu, Zn, Mn) encontrada em diferentes organelas (mitocéndria, peroxissomo) e no

citosol. Como o0s eritrocitos sdo desprovidos de mitocondrias a enzima
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citoplasmatica CuzZn-SOD exerce papel importante na protecdo dos danos oxidativos
nas suas membranas. Sabe-se que 0 superdéxido gerado nas regibes das
membranas dos eritrocitos pode danificd-las antes de reagirem com essa enzima.
Os resultados obtidos foram indicativos de que o exercicio agudo de natacdo
aplicado aos diferentes grupos de camundongos aparentemente nao induziu
estresse oxidativo, vez que nao houve alteracdo significativa da atividade dessa
enzima nos animais controle (Agua) e nos animais controle submetidos a exercicio
agudo. Os animais tratados (30 dias) com suco de acerola também nédo revelaram
alteracdo na atividade enzimatica indicando que embora 0 suco seja rico em
antioxidantes, a dose administrada, ndo foi capaz de minimizar o dano oxidativo
basal como evidenciado no grupo (controle positivo) que tomou acido ascorbico (
20mg / 100 g de peso). Convém salientar, que a concentracdo de Vitamina C foi 13
vezes inferior aquela do acido ascoérbico administrado no grupo controle positivo.
Possivelmente, a baixa concentracdo de vitamina C administrada no tratamento
tenha sido responsavel pela ndo diminuicdo da atividade dessa enzima. Tais
resultados, isto é, ndo alteracdo da atividade da SOD em animais submetidos a
exercicio agudo (aguat+exercicio) comparados ao grupo controle (dgua), bem como
aqueles tratados com suco de acerola foram comparaveis aos obtidos por Cholewa
et al (2008), em jogadores de basquetebol, Ji et al (1990), em equinos, Ugras (2012)
em campebes de Muay Thay. Ademais, Cholewa et al (2008) ndo detectaram
alteracdo significativa na atividade das enzimas antioxidantes (SOD, GPx, CAT e
GR) quando os atletas de basquetebol receberam Vitamina C na dieta, ao longo de
21 dias, com dose de 240mg/dia. Por outro lado, Abdallah et al (2010) mostraram o
efeito protetor das Vitaminas C e E no estresse oxidativo induzido pelo inseticida
Dimetoato (DIM) em eritrécitos humanos. Eles mostraram que a atividade da SOD
bem como o teor de MDA foram diminuidos em presenca das vitaminas em relagcéo
ao grupo controle (tratado unicamente com DIM), pondo em evidéncia o importante
papel protetor das referidas vitaminas. Tauler et al (1999) ndo encontraram alteracao
na atividade da SOD em eritrécito de individuos submetidos a exercicios de
intensidade moderada. Contrariamente, Ortenblad et al (1997) detectaram atividade
da SOD aumentada em musculo, em estado de repouso, de atletas submetidos a
treinamentos quando comparados com individuos néo treinados. Recentemente,
Djordjevic et al (2011) também detectaram aumento da atividade da SOD em

eritrocitos de jogadores de handebol em relacdo a atividade mensurada em n&o
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atletas. J& Hubner-Wozniak et al (1994) revelaram uma diminui¢cdo na quantidade de
SOD nos eritrocitos de individuos submetidos a exercicio fisico agudo. Dessa forma,
os efeitos de exercicios de alta intensidade no sistema de defesa antioxidante bem
como o efeito do aumento da necessidade de antioxidantes na dieta ainda ndo sao
claros (URSO et al., 2003, UGRAS, 2012).

Os eritrécitos além da SOD, contém duas enzimas, CAT e GPx que utilizam
peroxido de hidrogénio, produto da reacdo catalisada pela SOD, como substrato. A
GPx é uma selenoproteina que além de remover o H202, remove peroxidos
organicos (hidroperoxidos) que néo sao alvo de ataque pela catalase, as expensas
da oxidacdo da glutationa (GUL et al., 2006, NAGABABU, CHREST, RIFKIND,
2003). A glutationa oxidada (GSSG) é reciclada para glutationa reduzida (GSH)
numa reacao catalisada pela grutationa redutase (GR).

Igualmente a SOD, os resultados obtidos para GPx foram indicativos de que o
exercicio agudo de natacédo, aplicado aos diferentes grupos de camundongos, ndo
induziu estresse oxidativo, vez que ndo houve alteracdo significativa da atividade
dessa enzima em todos os grupos de animais testados. Os animais tratados com
acido ascoérbico e submetidos a exercicio agudo, diferentemente da atividade
revelada pela SOD, ndo mostraram diminuicdo da atividade enzimatica. Nesse caso,
a quantidade de Vitamina C administrada parece néo ter interferido na diminuicéo do
estresse oxidativo basal diferentemente do encontrado por Abdalla et al (2009).
Nesse caso, 0 acido ascorbico parece ndo atuar removendo ROS basal e a atividade
da enzima foi mantida ndo preservando o pool de glutationa reduzida, tdo necessario
para a protecdo dos grupos sulfidril da hemoglobina, protecdo das membranas,
evitando a formacdo de peroxidos dentre outras fungbes. Nossos resultados
revelaram que esse tipo de exercicio ndo teve impacto também sobre a atividade da
GPx em consonancia com os resultados apresentados por Cholewa et al (2008). A
ndo alteracdo da atividade da GPx em animais submetidos a exercicio agudo
(agua+exercicio) comparados ao grupo controle (agua), bem como aqueles tratados
com suco de acerola foram comparaveis aos obtidos por Cholewa et al (2008) em
eritrocitos de jogadores de basquetebol, Ji et al (1990) em eritrocitos de cavalo e
Ugras (2012) em eritrocitos de atletas lutadores de Muay Thai. Convém salientar,
que Ji et al (1990) também avaliaram o efeito da suplementagdo da dieta dos
cavalos com Vitamina E e constataram que n&do houve alteragdo do status

antioxidante nos eritrécitos dos equinos. Esse dado é semelhante ao encontrado no
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nosso trabalho quando os camundongos foram tratados com Vitamina C. Marzatico
et al (1997) encontraram um aumento na atividade da GPx em eritrécitos de atletas
depois de um exercicio de corrida rapida mas ndo detectaram mudancas da
atividade quando os corredores foram submetidos a um exercicio prolongado.
Chamo atencao, que de acordo com nosso modelo experimental, os camundongos
foram submetidos, durante uma semana, anterior a sessao de exercicio agudo, a um
processo de adaptacdo quando foram treinados para nadar. Convém salientar
ainda, que os camundongos ndo sdo animais sedentarios e estdo em constante
movimento dentro das gaiolas. Portanto, nossos resultados parecem revelar que o
suposto exercicio agudo de natacdo na realidade ndo correspondeu a uma atividade
exaustiva para esses animais. Contudo, ndo se pode descartar a hipétese de que
essas enzimas ndo sejam os mais apropriados marcadores de estresse oxidativo.
Para dirimir tal impasse seria necessario avaliar outras enzimas envolvidas no
metabolismo oxidativo bem como outro modelo experimental. Nesse contexto, foi
avaliado o efeito do exercicio agudo de natacdo, nos camundongos, através da
peroxidacao lipidica em células hepéticas.

Sabe-se que a maioria dos vertebrados possui o metabolismo aerobico e
portanto sdo capazes de degradar a glicose completamente a CO2 e H20 em
presenca de oxigénio molecular para a obtencdo de energia (ATP). Entretanto, em
condicBes de exercicio extenuante, o suprimento de oxigénio na célula muscular ndo
é suficiente para garantir a completa oxida¢do da molécula de piruvato produzida na
glicolise. Nessa condicdo, e a célula reduz piruvato a lactato, no processo de
fermentacdo lactica, para obtencdo de energia (ATP) e utiliza o glicogénio
armazenado como fonte primaria de energia. Convém salientar, que o metabolismo
energético nos eritrocitos envolve unicamente a via glicolitica com producédo de
lactato. Consequentemente, a concentracdo de lactato no sangue pode alcancar
valores elevados. Esse lactato é lentamente reconvertido em glicose no figado,
através da gliconeogénese, quando o suprimento de oxigénio é recuperado e o ATP
produzido no processo da respiracdo € usado nessa via anabdlica. O ciclo de
reagOes que inclui a conversdo de glicose em lactato (musculo) e a conversdo que
inclui a converséo de lactato em glicose no figado é conhecido como Ciclo de Cori.
Dessa forma, o figado € um dos orgaos que desempenha papel importante durante
a realizacao das atividades fisicas (SUN et al., 2010) e dai ter sido o tecido alvo para

avaliacdo da lipoperoxidagcdo que é um marcador de lesdo das membranas
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celulares. Tais lesbes podem decorrer do efeito da reperfusdo (com oxigénio), em
virtude da hipdxia temporéria devido ao desvio da circulacdo sanguinea para
musculatura esquelética em atividade (CHOLEWA et al., 2008).

O aumento no teor de malondialdeido (MDA) de hepatécitos de animais
submetidos a estresse (exercicio fisico) € um parametro indicativo de estresse
oxidativo (YENNER et al., 2009). MDA é um dos mais sensiveis biomarcadores de
estresse oxidativo e a maioria dos estudos mostra que exercicios de resisténcia
causam aumento de MDA (SUN et al., 2010). Nossos resultados mostraram uma
tendéncia de aumento no teor de MDA quando os camundongos que tomaram agua
foram submetidos & natacdo em relagcdo ao grupo controle (Agua). Os animais que
foram previamente tratados com acerola (30 dias) revalaram um valor de MDA
inferior ao controle (dgua) e aqueles que receberam acido ascorbico (controle
positivo) mostraram valores semelhantes ao grupo controle (agua) e portanto
menores que os valores médios do grupo controle submetido a natacdo. Embora a
aplicacédo do teste estatistico (Tukey) ndo tenha evidenciado mudancas significativas
entre os distintos grupos verifica-se nitidamente a tendéncia acima descrita (Figura
08). Esses resultados foram comparados com os de Gomes (2007) que avaliou 0
efeito do estresse oxidativo provocado pelo etanol na peroxidacdo lipidica de
hepatécitos e constatou igualmente protecdo pelo suco de acerola. Contudo, a
vitamina C ndo foi capaz de atuar nessa protecdo. Ja Ugras (2012) encontrou
aumento significativo na quantidade de MDA em eritrécitos de atletas apos
treinamento de exercicio fisico. Sun et al (2010) mostraram que o exercicio fisico
induziu um aumento no teor de MDA em homogenato de figado de rato. Eles nédo
encontraram aumento de MDA quando avaliaram a mitocondria e atribuiram tal
resultado a um aumento de glutationa reduzida (GSH ). Cholewa et al (2008)
avaliaram o efeito da suplementacdo de Vitamina C, na dieta de jogadores de
basquetebol, em resposta a um exercicio extenuante, através de medidas de MDA
no soro e ndo detectaram alteracdo no teor do mesmo, pondo em evidéncia a nao
protecdo do estresse oxidativo pela vitamina. Ja Gul et al (2006) determinaram o teor
de MDA em tecido cardiaco de ratos e constataram que o0 mesmo nao era alterado
quer os animais fossem treinados ou nao para exercicio fisico extenuante.
Entretanto, Venditti e Di Meo (1997) encontraram teores elevados de MDA em tecido
cardiaco de ratos submetidos a exercicio de corrida e natacdo respectivamente.

Muito recentemente, Akil et al (2011) avaliaram o efeito da suplementacao de selénio
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na peroxidacao lipidica no plasma de ratos submetidos a exercicio agudo de
natacdo. Eles mostraram que os maiores valores de MDA foram encontrados no
grupo de animais controle submetidos a natacdo. Igualmente, as dosagens de
lactato acompanharam o mesmo perfil. Contudo, os grupos suplementados com
selénio, mesmo aquele submetido a exercicio de natacdo revelaram menores
valores de MDA quando comparados a agrupo destituido de suplementagéo. Tais
resultados parecem exibir um padrdo no modelo de peroxidacao lipidica semelhante
ao encontrado por nds, quando ao invés de selénio usamos suco de acerola, rico em

vitamina C, antocianinas, flavonadis, polifendis e antioxidantes totais.
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7. CONCLUSAO

A aceroleira (clone BRS 238-Frutacor) é uma planta tropical, cultivada na
regido Nordeste brasileira, cujo fruto denominado acerola apresenta elevado teor de
antioxidantes (antocianinas, flavonadis, vitamina C, polifendis, atividade antioxidante
total) em relag&o a outras variedades de frutos.

As enzimas antioxidantes SOD e GPx em eritrécitos de camundongos Swiss
submetidos a exercicio fisico agudo de natacdo aparentemente ndo foram alvos de
danos oxidativos. A administracdo de suco de acerola aos camundongos durante 30
dias, anterior a aplicacdo do exercicio agudo néo revelou alteracdo das referidas
enzimas. O estresse oxidativo basal foi atenuado pelo &cido ascérbico somente
qgquando se avaliou a atividade da SOD. A peroxidacao lipidica em hepatocitos
revelou danos oxidativos e o suco de acerola induziu maior protecdo que o acido
ascoérbico. Tais resultados sugerem que os danos oxidativos decorrentes do
exercicio fisico agudo dependem do tecido, das enzimas avaliadas e sobretudo dos

animais objeto de estudo.
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