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RESUMO

Introducdo e objetivo: O consumo de frutas e hortalicas tem sido inversamente
associado a incidéncia de doenca crbnicas e ao processo de envelhecimento. Esse
potencial protetor parece estar associado a presenca, nesses alimentos, de compostos
bioativos que exercem atividade antioxidante, reduzindo a geracdo de espécies
reativas, causadores de danos oxidativos celulares. Na literatura, os poucos relatos
acerca do potencial antioxidante de frutos do Cerrado apontam esses como uma boa
fonte de agentes antioxidantes. O objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro o
potencial antioxidante de doze frutos do cerrado e testar a hipotese que o tucum, fruto
que apresentou alto teor de fendlicos totais e potencial antioxidante, quando
consumido in natura é capaz de proteger os tecidos contra danos oxidativos gerados
pelo excesso de ferro.

Metodologia: Estudo in vitro. O conteudo de fendlicos totais dos extratos aquoso e
acetato etilico de 9 frutos (araticum - Annona crassiflora Mart.; cagaita - Eugenia
dysenterica DC.;; inga - Inga laurina Willd.; jatoba-do-cerrado - Hymenaea
stigonocarpa Mart.; jenipapo - Genipa americana L.; jurubeba - Solanum paniculatum
L.; lobeira - Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.; mangaba - Hancornia speciosa
Gomes; e tucum do cerrado - Bactris setosa Mart); 1 pseudofruto (cajuzinho-do-
cerrado - Anacardium humile) e 1 caule (guariroba - Syagrus oleracea Mart. Becc.)
tipicos do cerrado foi determinado pelo método de Folin Ciocateau. Estudo in vivo.
Vinte e quatro ratos Wistar machos foram tratados durante 30 dias com uma das
seguintes dietas: (Controle) AIN-93G; (Fe) AIN-93G + 350 mg / kg de ferro; (Tu)
AIN- 93G + 15% de tucum; (FeTu) AIN-93G + 350 mg / kg de ferro + 15% de tucum.
O figado, baco, coracdo, intestino, rim e cerébro foram retirados para determinagédo
dos niveis de malondialdeido (MDA); proteinas carboniladas e concentracao de ferro.
A atividade especifica das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa redutase
(GR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa-s-transferase (GST) e da enzima
oxidante NADPH oxidase foi também determinada nesses 6rgdo. O potencial
antioxidante total do soro foi determinado pelo método do potencial de reducdo do Fe
(Ferric Reducing Ability of Plasma — FRAP). A analise estatistica dos dados foi feita
pelo teste T amostras independentes utilizando o programa SPSS, com nivel de
significancia considerado de p < 0,05.

Resultados: Todos o0s extratos aquosos, a excecdo daquele obtido da lobeira,
apresentaram maior concentracdo de fendlicos totais, quando comparados aos extratos
de acetato etilico. Os extratos de acetato etilico da lobeira, jenipapo, araticum e tucum
apresentaram maior valor de fendlicos totais (1.166 + 98; 651 + 61; 580 + 143; 540 £
92 mg TAE / 100 g fruto seco), quando comparados ao extrato de maca (151 £ 26 mg
TAE / 100 g fruto seco). No caso dos extratos aquosos o0 tucum, ingd, jurubeba,
cagaita, araticum, jenipapo, mangaba e cajuzinho (3.343 + 664; 1.506 + 55; 1.352 +
226; 1.203 £ 53; 1.095 + 159; 1.015 + 62; 842 + 60 e 455 + 55 mg TAE / 100 g seco)
apresentaram valores de fenolicos totais maiores que os valores da maca (273 = 15 mg
TAE /100 g seco). Em relacdo ao estudo in vivo, a suplementacdo de ferro diminuiu o
consumo de dieta (p = 0,038), aumentou a concentracao de ferro e MDA no figado (p
= 0,000 e 0,002, respectivamente) dos ratos Fe, quando comparados ao grupo
Controle. No intestino, o grupo Fe apresentou maior concentracdo de ferro e o grupo
Tu menor, quando comparados ao Controle (p = 0,011 e 0,019, respectivamente).
Enquanto no grupo FeTu, o teor foi marginalmente maior que o grupo Fe e igual ao
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Controle (p = 0,095 e 0,170, respectivamente). N&do foram observadas diferengas na
concentracdo de proteina carbonilada nos diversos tecidos entre os grupos estudados.
O consumo de tucum reduziu os niveis de MDA no figado dos animais suplementados
com ferro (grupo FeTu) em relagcdo ao grupo Fe (p = 0,013), e aumentou o poder
redutor do soro, tanto na presenca quanto na auséncia da suplementagdo de ferro,
grupos Tu e FeTu, em relagdo ao grupo Controle (p = 0,006 e 0,011, respectivamente).
A enzima GPX apresentou maior atividade no intestino, enquanto a GST no rim dos
ratos suplementados com ferro em relagdo ao Controle (p = 0,046 e 0,043,
respectivamente). A catalase, GR e GST tiveram a atividade diminuida no grupo
FeTu, quando comparadas ao grupo Fe (p = 0,033; 0,014 e 0,018) no rim.

Concluséao: O alto teor de fendlicos totais do extrato aquoso de tucum, associado ao
maior potencial redutor do soro dos animais tratados com esse fruto, demonstra que o
tucum possui potencial antioxidante. Apesar do fino mecanismo de regulagdo dos
niveis endégenos de ferro do organismo, sua suplementacao dietética pode resultar em
sobrecarga no tecido de armazenamento e consequente aumento de danos oxidativos a
lipideos. O consumo de tucum in natura associado a dieta parece proteger o organismo
de ratos contra danos oxidativos catalisados por ferro.

Palavras-chave: frutos do cerrado; potencial antioxidante; malondialdeido; proteinas
carboniladas.
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ABSTRACT

Background and aim: The consumption of fruits and vegetables has been inversely
associated with the incidence of chronic disease and the aging process. This protective
potential appears to be associated with the presence of bioactive compounds in these
foods that exert antioxidant activity, reducing the generation of reactive species, which
cause cellular oxidative damage. In the literature, few reports about the antioxidant
potential of the Cerrado fruits point as a good source of antioxidants agents. The aim
of this study was to evaluate the antioxidant potential of twelve fruits of cerrado in
vitro and test the hypothesis that tucum, fruit that had high total phenolic content and
antioxidant potential in vitro, when consumed in natura can protect tissues against
oxidative damage generated by excess of iron.

Methods: Study in vitro. The total phenolic content of aqueous and ethyl acetate
extracts of 9 fruits (araticum - Annona crassiflora Mart.; cagaita - Eugenia dysenterica
DC.; inga - Inga laurina Willd.; jatob4-do-cerrado - Hymenaea stigonocarpa Mart.;
jenipapo - Genipa americana L.; jurubeba - Solanum paniculatum L.; lobeira -
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.; mangaba - Hancornia speciosa Gomes; and
tucum do cerrado - Bactris setosa Mart); 1 pseudofruit (cajuzinho-do-cerrado -
Anacardium humile) and 1 palm (guariroba - Syagrus oleracea Mart. Becc.) typical of
cerrado was determined by Folin Ciocateau method. Study in vivo. Twenty-four male
Wistar rats were treated for 30 days with one of the following diets: (Control) AIN-
93G; (Fe) AIN-93G + 350 mg / kg of iron; (Tu) AIN-93G + 15% tucum; (FeTu) AIN-
93G + 350 mg / kg iron + 15% tucum. The liver, spleen, heart, intestine, kidney and
brain were removed to determine the levels of malondialdehyde (MDA), carbonyl
protein and iron concentration. The specific activity of the antioxidant enzymes
catalase (CAT), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPX),
glutathione-s-transferase (GST) and the oxidant enzyme NADPH oxidase was also
determined in these tissues. Total Serum Antioxidant Potential was determined by the
method of ferric reducing antioxidant power (Ferric Reducing Ability of Plasma -
FRAP). The statistical analysis was performed by independent samples T-test using
SPSS (version 19.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results: All agueous extracts, except that obtained from lobeira, had higher
concentration of total phenolics compared to the ethyl acetate extracts. The total
phenolic content of ethyl acetate extracts of lobeira, jenipapo, araticum and tucum was
higher (1,166 + 98, 651 + 61, 580 * 143, 540 + 92 mg TAE / 100 g dry fruit) than that
obtained for apple extract (151 £ TAE 26 mg / 100 g dry fruit). In the case of aqueous
extracts, the tucum, ingd, jurubeba, cagaita, araticum, jenipapo, mangaba and
cajuzinho (3,343 + 664; 1506 + 55, 1352 + 226, 1203 £ 53, 1095 + 159; 1015 + 62,
842 + 60 and TAE 455 + 55 mg / 100 g dry fruit) showed values higher than the total
phenolic of apple extract (273 £ 15 mg TAE / 100 g dry fruit). Regarding the in vivo
study, the iron supplementation decreased the consumption of diet (p = 0.038),
increased the concentration of iron and MDA in the liver (p = 0.000 and 0.002,
respectively) of the rats of Fe group compared to Control group. In the intestine, the
Fe group showed higher iron concentration and the Tu group lower compared to
control (p = 0.011 and 0.019, respectively), while in FeTu group the content was
marginally higher than the Fe group and equal to the Control (p = 0.095 and 0.170
respectively). There were no differences in the concentration of carbonyl protein in the
different tissues between the groups of study. The consumption of t



ucum reduced MDA levels in the liver of animals supplemented with iron (group
FeTu) compared to Fe group (p = 0.013), and increased the reducing power of serum
in the presence and absence of iron supplementation, Tu and FeTu groups, compared
to the Control group (p = 0.006 and 0.011, respectively). The enzyme GPX showed
higher activity in the intestine, while the GST in the kidney of rats supplemented with
iron compared to Control (p = 0.046 and 0.043, respectively). The specific activity of
CAT, GR and GST decreased in the FeTu group compared to the Fe group (p = 0.033,
0.014 and 0.018) in the kidney.

Conclusion: The high content of total phenolic in aqueous extract of tucum,
associated with the greatest reducing potential of serum of the animals treated with
this fruit, demonstrates that tucum has antioxidant potential. Despite the fine
mechanism of endogenous iron levels regulation, their dietary supplementation can
result in overload in the storage tissues and a consequent increase in oxidative damage
to lipids. The consumption of tucum in natura associated to the diet seems to protect
the organisms of rats against oxidative damage catalyzed by iron.

Keywords: fruits of cerrado; antioxidant potential, malondialdehyde, protein carbonyl.
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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo esté relacionado a etiologia de diversas doengas cronicas -
DC (Thompson et al., 2005) como canceres, doengas cardiovasculares, diabetes
mellitus, catarata, doenca de Parkinson, cirrose hepética, arteriosclerose, artrite,
doencas neuro-degenerativas e na aceleragdo do processo de envelhecimento (Kaur et
al., 2006; Liu et. al., 2005, Bello-Klein et al., 2000). E um processo caracterizado pela
perda da homeostase entre a producdo de espécies reativas e a capacidade antioxidante

do organismo, resultando em danos oxidativos as biomoléculas.

Embora as espécies reativas sejam geradas em processos fisiologicos normais,
fatores externos, tais como tabagismo, alcoolismo, estresse, 0zbnio, radiacdes,
farmacos e a alimentagdo (Méndez Filho; Rodriguez, 1997; Collins et al., 1998; Sies,
1995). O ferro, embora essencial a inimeras funcgdes fisiolégicas — como transporte de
oxigénio, sintese de DNA, imunidade, transporte de elétrons, entre outras (Ganz, 2009;
Soliman et al., 2009) — quando em excesso pode potencializar a geracdo de espécies
reativas ao reagir com o oxigénio ou seus derivados. Desta forma, o excesso de ferro
tem sido associado ao envelhecimento e ao desenvolvimento de diversas doencas
crénicas como Alzheimer, Parkinson, diabetes, degeneracdo macular, doencas
cardiovasculares (Chen et al., 2009; Killilea et al., 2003; Crichton et al., 2002,
Thompson et al., 2005; Kaur et al., 2006; Liu et al., 2005).

O consumo de frutas e hortalicas tem sido associado a menor incidéncia de
doenca crénicas. Esse potencial protetor é freqlientemente atribuido a presenca nesses
alimentos de compostos bioativos que exercem atividade antioxidante, reduzindo a
geracdo de espécies reativas, causadores de danos oxidativos celulares (Zhang et al,
2001). Os compostos bioativos, tais como os polifenois, carotendides, vitamina C e
vitamina E, presentes em frutas e hortalicas, sdo capazes de estabilizar as espécies

reativas e consequentemente evitar danos oxidativos as biomoléculas.

Os frutos do Cerrado, ainda pouco estudados, parecem representar boas fontes
de compostos bioativos. Na literatura, os relatos sobre o potencial antioxidante de
frutos do Cerrado apontam esses como uma boa fonte de agentes antioxidantes. Estudo
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prévio, realizado por nosso grupo de pesquisa com 18 frutos do bioma cerrado
mostrou que muitos sdo ricos em polifendis (Marin et al., 2005).

Dentre os frutos do Cerrado mais difundidos na cultura e culinaria regional
estdo o araticum (Annona crassiflora Mart.), a améndoa do baru (Dipteryx alata
Vog.), a cagaita (Eugenia dysenterica DC.), o cajuzinho do cerrado (Anacardium
humile), o inga-branco (Inga laurina), o jatoba do cerrado (Hymenaea stigonocarpa
Mart.), o jenipapo (Genipa americana L.), a jurubeba (Solanum paniculatum) a lobeira
(Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.), a mangaba (Hancornia speciosa) e o tucum do
cerrado (Bactris setosa).

Embora as caracteristicas fisicas da maioria desses frutos tenham sido relatadas
na literatura, existem ainda poucos estudos sobre a composicdo quimica e as
propriedades antioxidantes in vitro e in vivo. Dessa forma sao necessarios estudos que
avaliem o potencial antioxidante dos frutos do cerrado, buscando assim, identificar
propriedades nos extratos para uma aplicacéo sustentavel dos recursos do Cerrado nos

setores farmacéutico, cosmético e nutricional.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O CERRADO

Conhecido por sua heterogeneidade espacial, o cerrado apresenta diferentes
fisionomias vegetais — de campos mais abertos até matas de galerias — 0 que acarreta
em sua rica biodiversidade (Machado et al., 2004). Também conhecido como savana
brasileira, é reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade, com a
presenca de diversos ecossistemas. O cerrado é o segundo maior bioma do pais, depois
da Amazdnia, ocupando cerca de 20 a 25% do territorio nacional ou 2 milhdes de
quilémetros quadrados (IBGE apud Carvalho, 2009; Machado et al., 2004).

Apesar de estar localizado predominantemente no Planalto Central do Brasil,
aparece em quase todos estados brasileiros. Compreende os estados de Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Piaui, o Distrito Federal, Tocantins e parte
dos Estados da Bahia, Cear4, Maranhdo, Sdo Paulo, Parana e Ronddnia. Ocorre
também em outras areas nos Estados de Roraima, Para, Amapa e Amazonas (Figura
1).
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Figura 1. Mapa de vegetacdo do Brasil (adaptado de IBGE 1993) mostrando a &rea central do
bioma do Cerrado e encraves em outros biomas (na cor laranja) e as areas de tensao ecoldgica ou

areas de transigdo existentes nas areas de contato dos biomas (na cor lilas).

O cerrado é uma formagdo mista: com arvores, arbustos e vegetacdo rasteira
associados (Figura 2). As formas do cerrado lembram uma vegetacdo adaptada a
escassez de agua com galhos e troncos retorcidos, raizes profundas e casca grossa, mas
o fator limitante do crescimento é a acidez dos solos e ndo a falta de agua (Coutinho,
1978). A faixa de pH do solo ideal é de 5,5 e 6,5, pois € nessa faixa que os nutrientes
ficam mais disponiveis as plantas. Em solos acidos, como os do cerrado, 0s nutrientes
se tornam escassos para as plantas, o que compromete o crescimento destas (Soares et
al., 2011).
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Figura 2: O ecoclinio floresta-campo do Brasil Central, segundo L. M. Coutinho (1978).

Caracterizado por apresentar temperaturas que variam, aproximadamente, de
18° C a 25° C, no inverno e verdo, respectivamente, e pluviosidade de 1.500 mm ao
ano, o clima é predominante tropical sazonal, com chuvas concentradas no verao e

estiagem no inverno.



A formagdo de solos lixiviados (quando os nutrientes e materiais mais finos do
solo sdo retirados pela agua das chuvas) se da com a variacdo entre periodos secos e
chuvosos e resulta na redugdo da fertilidade natural e formagcdo de uma camada de
ferro e aluminio acumulados lentamente conhecida como laterizacdo (Ramos et al.,
2006).

Os galhos retorcidos, caracteristicos desta formacdo, podem estar também
relacionados, segundo alguns pesquisadores, a acdo de queimadas naturais (Leitdo
Filho, 1992). O acumulo de matéria organica seca sobre o solo, ao se incendiar, acaba
queimando os brotos das arvores e provocando o0 aparecimento de novos brotos
laterais, tendo como consequiéncia essa formacgdo retorcida. Algumas sementes do
cerrado s6 germinam e algumas flores so florescem depois de queimadas, 0 que mostra
a adaptacdo desse bioma as adversidades. Outra dificuldade encontrada por essas
plantas é a de se obter agua. No periodo de estiagem (inverno) os solos ficam secos em
sua superficie (1,5 a 2m de profundidade), o que obriga essas plantas a buscarem agua
em areas mais profundas do solo (a tortuosidade dos galhos facilitaria esta tarefa)
(Klein, 1998).

Por estarem expostas a adversidades (clima, queimadas, lixiviacdo etc) as
plantas do cerrado parecem ter varios mecanismos de defesa antioxidante, por isso sao
predominantes nessa regido. As plantas, assim como 0s animais, possuem enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase, glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase, peroxiredoxinas, redutases
do monodihidroascorbato e dihidroascorbato, e guaicol peroxidase, capazes de
proteger os tecidos. As plantas produzem ainda outros compostos antioxidantes ndo-
enzimaticos, como o acido ascorbico, a glutationa (GSH), compostos fendlicos,
alcal6ides, aminoacidos ndo-protéicos, carotenoides e tocoferois (Van horn et al, 2008;
Thompson et al, 2005; Liu et al, 2005; Rochfort, 2007).

2.2. OS FRUTOS DO CERRADO

A etnofarmacopeia aponta as espécies do cerrado como tendo propriedades
hipoglicemiante, hipocolesterolémica, vasodiladora, anti-inflamatoria e bactericida
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(Roesler et al., 2007). Ratificando essa idéia, estudos revelam atividade citotdxica
contra células cancerigenas em cerca de treze extratos de folhas e raizes de plantas
utilizadas na etnofarmacologia (Mesquita et al., 2009). Alguns outros estudos tém
reportado a presenca de principios bioativos e antioxidantes em extratos de plantas do
Cerrado, apesar de apresentarem metodologias de analise distintas e unidades também
distintas, o que dificulta a comparacdo dos dados entre essas espécies e com espécies
de reconhecido potencial antioxidante, como uva ou a macé, esses estudos sugerem a

presenca de bioativos nas plantas nativas do cerrado (Fustinoni, 2011).

2.3. FERRO E ESTRESSE OXIDATIVO

A forma predominante do ferro dietético é a férrica (Fe*®), no entanto nos
alimentos de origem animal esse mineral aparece associado ao anel hémico na forma
Fe*? sendo denominado ferro hémico. A absorcéo intestinal do Fe** requer sua prévia
reducdo a Fe*?, por acdo de enzimas ferro-redutases como a citocromo B duodenal
(Dcytb). O ferro hémico possui um transportador especifico, a proteina carreadora de
heme 1 (HCP1), responsavel por sua absorcdo. O transportador hémico, presente na
membrana apical do enterdcito, internaliza o grupo heme, que é transportado para o
reticulo endoplasmatico (RE), onde, por acdo das hemeoxigenases microssomais, €
degradado a biliverdina e o CO, liberando Fe*?, que segue, entdo, a mesma via que o

ferro inorganico (Fe*®), descrita a seguir (Crichton et. tal., 2002).

O Fe™ inorganico ap6s ser reduzido pela Dcytb, é entdo captado pelo
enterdcito através do transportador de cations divalentes (DMT-1 ou Nramp2). Uma
vez dentro da célula, o Fe*? é incorporado na molécula de ferritina e armazenado na
forma de Fe*, ou é transportado até a membrana basolateral por uma proteina
semelhante a transferrina. Na membrana basolateral, a difusdo do ferro é facilitada
pelo transportador transmembranico denominado ferroportina. Uma outra proteina de
membrana, a hefaestina, promove a oxidacéo do Fe*? a Fe*®, que, nesta forma se liga a
proteina transportadora de ferro, a apotransferrina, que o transporta as células-alvo,

com receptores para a transferrina (Crichton et. al., 2002; Miret et. al., 2003).



A associacdo do ferro com proteinas, no sistema biolégico, previne possiveis
danos celulares devidos a processos oxidativos catalisados pelo ferro e, ainda, facilita
a captacao deste pelos demais tecidos (Crichton et. al., 2002; Miret et. al., 2003).

Um ponto chave na regulacdo da homeostase de ferro é a absorcdo deste no
limen intestinal. Na membrana basolateral dos enterdcitos imaturos, presentes nas
cristas intestinais, existem receptores de transferrina e a proteina HFE (proteina da
hemocromatose), que atuam como sensores do status de ferro no organismo. Na
membrana apical dos enterdcitos maduros, encontram-se predominantemente as
proteinas DMT1, Dcytb e ferroportina, associadas a absorcdo de ferro intestinal. Na
deficiéncia de ferro é observado um aumento significativo nos niveis de mRNA de
DMT1 e de Dcytb duodenal, sugerindo que os genes DMT1 e Dcytb séo regulados em
sincronia (Zoller et. al., 2001; Dupic et. al., 2002), diferentemente do gene da
ferroportina, envolvido na transferéncia basolateral do ferro. Em camundongos com
deficiéncia cronica de ferro, foi observado um aumento de 10 vezes nos niveis de
MRNA de DMTL1 e Dcytb, e apenas de 2 a 3 vezes para a ferroportina (Canonne-
Hergaux et. al., 2001; Mckie et. al., 2000; Frazer et. al., 2003). De maneira geral, a
regulacdo das proteinas sensores e de transporte de ferro — acima descritas — €
responsavel pela capacidade do intestino adaptar a absorcéo de ferro de acordo com a
concentracdo de ferro do organismo. Este processo de regulacdo € bastante eficiente
dentro de uma ampla faixa de concentracao de ferro na dieta; contudo, ha limites para

as dietas com concentracGes excessivas ou muito deficientes de ferro.

Diversas patologias estdo associadas a acumulacdo excessiva de ferro nos
tecidos. Em excesso no organismo, esse mineral se acumula principalmente no figado,
no pancreas e no coracdo. O depdsito continuo de ferro no figado desencadeia um
processo inflamatorio que provoca um enrijecimento progressivo do figado que, com o
tempo, pode evoluir para um quadro de cirrose ou cancer. No pancreas, o processo
inflamatorio, causado por ferro em excesso, pode prejudicar a capacidade de se
produzir insulina, levando a um quadro de diabetes. No coragdo, o efeito toxico do
ferro pode provocar alteragdes do ritmo de batimento e insuficiéncia cardiaca, mesmo

em pessoas jovens (Ministério da Saude, 2008).



Algumas patologias de acimulo excessivo de ferro podem estar ligadas a
fatores genéticos, embora a hemocromatose ndo seja a Unica desordem genética
associada a acumulacdo de ferro descrita na literatura, é a mais bem estudada e
compreendida. Individuos com hemocromatose absorvem de 2 a 3 vezes mais ferro
dietético que individuos normais, e 0 excesso de ferro absorvido é depositado nas
células do parénquima do figado, do coracdo, do pancreas, da pituitaria e das glandulas
paratiredides, que passam a sofrer danos oxidativos devido a maior disponibilidade de
ferro, resultando em cirrose, hepatoma, cardiomiopatia, diabetes, hipogonadismo e
artrite (Gasparini et. al., 2004).

O mecanismo pelo qual as células intestinais respondem as necessidades de
ferro do organismo envolve a epicidina, peptideo produzido principalmente no figado
sendo responsavel pela comunicacdo entre reservas de ferro e absorcdo intestinal
(Nicolas et. al., 2004). A expressdo de hepcidina hepatica é aumentada quando as
reservas de ferro do organismo estdo elevadas. Animais geneticamente modificados —
que apresentam reduzida expressdo de hepcidina — apresentam acumulagdo excessiva
de ferro, similarmente ao observado na hemocromatose, demonstrando que a
homeostase de ferro envolve a regulacdo da hepcidina (Nicolas et. al., 2001). A
expressdo hepatica do gene que codifica hepcidina (HAMP) ¢ significativamente
menor em portadores de hemocromatose, e a expressdo hepética de ferroportina é

significativamente maior, se comparado com individuos normais (Bridle et. al., 2003).

2.4. ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres compreendem atomos ou moléculas que possuem um ou
mais elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, a presenca de elétrons
desemparelhados atribui propriedades paramagnéticas aos radicais, que podem ter

carga positiva, neutra ou negativa (Halliwell et. al., 1999).

Ja o termo espécies reativas se refere a espécies que apresentam ou nao
elétrons desemparelhados em seu Gltimo orbital, podendo ser ou ndo radicalares — tais
como: hidroperoxil (HO,*), hidroxil (*OH), superéxido (O,*), alcoxil (RO®), peroxil
(RO2"), 6xido nitrico (*NO), metil (HsC®) e tiil (RS®) — ou ndo radicalares — oxigénio
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singlo(*Oy,), peréxido de hidrogénio (H.0,), 4cido hipocloroso (HOCI), oz6nio (Os3),
peroxinitrito (ONOQO") sendo que, mesmo as ndo radicalares podem intermediar a
geracdo de espécies radicalares. Em geral, as espécies reativas podem ser derivadas de
oxigénio (espécies reativas de oxigénio, EROs), nitrogénio (ERNSs), carbono (ERCs)
ou enxofre (EREs) (Halliwell et. al., 1999; Ramos et al., 2000).

Essas espécies reativas sdo geradas naturalmente no metabolismo de
organismos aerébios e encontram-se envolvidas na producdo de energia (cadeia
transportadora de elétrons), fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao
intercelular, processos inflamatorios e sintese de substancias bioldgicas importantes
(Barreiros et. al., 2006). Das espécies reativas as que ganham maior destaque sdo as
EROs, que sdo produzidas, principalmente, na mitocondria, onde o oxigénio € o
aceptor final de quatro elétrons durante a fosforilagcdo oxidativa, resultando na
biossintese de ATP (Di Meo & Venditti, 2001). Estima-se que 0,1% do oxigénio
consumido entre na producéo de espécies radicalares in vivo (Fridovich, 2004).

As EROs sdo produzidas naturalmente pelo processo de respiracdo celular
devido a reducdo incompleta do oxigénio (Esquema 1). A reducdo completa do O,
que acontece na cadeia transportadora de elétrons por acdo da citocromo C oxidase,
resulta na formacao de 2H,0 e para isso acontecer € necessario que o oxigénio receba
quatro elétrons. Quando o O, recebe o primeiro elétron, sua afinidade pelo segundo
elétron diminui, facilitando a formacdo de intermediarios pela reducdo incompleta
desta molécula. Dentre esses intermediarios temos: superéxido (O,*), peréxido de
hidrogénio (H.0,) e radical hidroxil (HO®). Séo justamente estes intermediarios os
responsaveis pela toxicidade do oxigénio, sendo que o potencial gerador de danos
oxidativos varia entre os intermediarios (Guaratini et al., 2007; Halliwell et al., 2007;
Fridovich, 1998; Perron et. al., 2009).

e 2H'+ e e . o
0, ~>0; =~ HO0, >~>0H ~>O0H —-—> H0
5xi Sxi radical i
supercxido ﬁ,‘:ﬁﬁgn?f hidroxil hilt;)rrtl)xil



Esquema 1. Formacéo de espécies reativas na cadeia transportadora de elétrons: a adi¢do de 1 elétron ao
O, origina o ion superdxido (O,) que, ao reagir com outro elétron e sofrer protonacao, gera o peréxido
de hidrogénio (H,0,) (MARZOCCO et al., 2007).

O radical superoxido (O,") possui baixa reatividade, tdo baixa que
aparentemente ndo ha importancia fisioldgica significativa, porém os danos biol6gicos
pelo qual é responsavel, frequentemente, envolvem sua reacdo com outros radicais,
com grupamentos ferro/cobre e enxofre de proteinas ou por induzir indiretamente a
formacdo do radical hidroxil ("(OH) pela reducdo de metais de transicdo (reagdo 1). O
radical hidroxil possui alta reatividade e curta meia-vida, enquanto que o superéxido
possui uma meia-vida maior, o que o faz percorrer varios trajetos até se deparar com a

molécula a ser oxidada (\VVasconcelos et. al., 2007; Hermes-Lima, 2004).

Fe**/Ccu® + 0O, _, FIcut + 0, (1)

A dismutacdo, ou seja, a mudanca do estado de oxidacdo do radical
superdxido, espontanea ou catalisada pela enzima Superoxido Dismutase (SOD)
(reacOes 2 e 3), leva a formacdo de peroxido de hidrogénio, o qual ao reagir com
metais de transicdo em sua forma reduzida (reacdo 1) produz o radical hidroxil, na

denominada reacdo de Fenton (reagéo 4).

O, + HO, + H*  — H.0,+ 0O, (2)

20, + 2H+ SOD ) H,O, + O, (3)

Fe* /Cu®™ + H,0, ——» OH + OH + Fe*/Cu™ (4)

10



A producdo de O,” em animais aer6bicos da-se principalmente na cadeia
transportadora de elétrons (CTE). Algumas etapas iniciais da CTE deixam escapar 0
elétron, o qual pode reduzir parcialmente uma molécula de oxigénio, resultando na
formac&o de superdxido (Saborido et. al., 2005; Muller et. al., 2000). A taxa de escape
de elétrons dependera de diversos fatores: concentracdo intramitocondrial de oxigénio;
forma como os carreadores de elétrons estdo arrumados (devem estar posicionados de
forma a facilitar o movimento do elétron para o recepetor subsequente); tipo de tecido;
e espécie (Halliwell et. al., 2007).

Outra forma de producdo do superoxido € através da atividade da NADPH
oxidase (Nox). A Nox é formada por diversas subunidades que resultam em um
complexo enzimético. Sua ac¢do oxiredutora utiliza 0 NADPH como doador de elétron
para producdo de superdxido (reacdo 5) (Babior, 1999). Dessa forma, a atividade da
Nox e fundamental para manter as funcbes celulares, através da modulacdo de
inimeras vias de sinalizacdo redox-sensiveis através da geracdo de EROs (Bedard et.
al., 2007; Jiang et. al., 2011).

NADPH + 2 Ox——> NADP"+20,"+H" (5)

O radical hidroxil é gerado quando o peroxido de hidrogénio recebe um
eléetron e um ion de hidrogénio. Na célula, inimeras reagcdes quimicas podem dar
origem a esta molécula, como por exemplo, a Reacdo de Fenton (reacdo 4), onde um
metal de transicdo na sua forma reduzida (Fe** ou Cu*) doa um elétron ao peréxido de
hidrogénio. A producdo do radical hidroxil também pode acontecer por uma reagédo
entre o H,0, e 0 O,", Reacdo de Haber-Weiss (reacdo 6), que é catalisada por ions de

metais de transicdo (Halliwell et. al., 2007; Byung, 1994).

H,0, + 0, U JOH'+ OH + O, (6)
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As radiacOes ultravioleta, radiagdo y e raios X, também podem produzir o
radical OH" nas células do epitélio através da homolise da agua (reacdo 7). O ataque
intensivo e frequente deste radical pode originar mutagbes no DNA e,
consequentemente, levar ao desenvolvimento de cancer (Barreiros et. al., 2006).

H o 2%, OH+H (7)

O radical hidroxil, considerado o mais reativo, causa danos em biomoléculas
proximas ao local onde foi produzido, uma vez que possui uma taxa de difuséo
limitada (curta meia-vida). Age retirando um &tomo de hidrogénio de substratos
biologicos. Os radicais hidroxil podem ser formados também em reac6es mediadas por
agentes redutores como o ascorbato, metais de transicdo na forma oxidada e atraves de

reacOes de oxidacao aerdbia (Perron et. al., 2009).

Outra importante espécie radicalar envolvida em diversos processos
fisioldgicos é o 6xido nitrico (*NO). A reagdo entre os radicais *NO e O,*” gera uma
espécie reativa ndo radicalar e altamente toxica, o peroxinitrito (ONOO), reacdo 8. O
ONOQO'" possui reatividade proxima a do radical hidroxil e é capaz de oxidar as mais
diversas biomoléculas. A maior parte dos danos previamente atribuidos ao radical *NO

sdo hoje conferidos ao peroxinitrito (Linares et. al., 2001).

0, +°NO ——>  ONOO (8)

As espécies reativas sdo capazes de promover modificacdes em grande parte
das moléculas do organismo, tornando-as oxidadas, o0 que leva assim a perda de suas

funcbes. A producdo excessiva dessas espécies e/ou deficiéncia do sistema de defesa
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antioxidante do organismo nas células intactas gera um desequilibrio, condicéo

denominada de estresse oxidativo (Monteiro, 2007).

O estresse oxidativo tem como principal consequéncia a oxidacdo das
biomoléculas — como os lipideos insaturados — podendo levar a ruptura das
membranas celulares ou oxidagdo de bases nitrogenadas, resultando em mutacdo no
DNA ou ainda a oxidacdo de proteinas, e consequente perda da funcdo bioldgica
dessas. O estresse oxidativo pode causar danos celulares e induzir a apoptose
(Halliwell et. al., 1999; Chidambara-Murthy et. al., 2002).

A perda da homeostase do ferro no organismo - seja pelo aumento da ingestao
deste mineral ou por problemas ligados a regulagdo dos mecanismos celulares e
moleculares da absorcdo, transporte, incorporacdo, estocagem e utilizacdo deste
mineral - tem sido associada ao estresse oxidativo, ao processo de envelhecimento

natural e a vérias doencas relacionadas a idade (Levenson & Tassabehji, 2004).

Os danos causados pelas espécies reativas dependem da idade, estado
fisiologico e também da dieta do individuo (Niess et al, 1999). Desse modo, a
identificacdo de alimentos fontes de compostos antioxidantes capazes de retardar ou
inibir a velocidade de oxidacdo de biomoléculas vem despertando grande interesse

cientifico (Ramos et al., 2000).

2.5. SISTEMAS DE DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os sistemas bioldgicos possuem eficientes mecanismos de defesa antioxidante
gue operam na remocao das espécies reativas. Esses mecanismos sdo mediados por
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, podendo ser subdivididos em: sistema de
defesa antioxidante primario; sistema de defesa antioxidante auxiliar; quelantes e
proteinas ligantes de metal e sistema de reparo enzimatico (Hermes-Lima, 2004).

O sistema de defesa antioxidante primario

E constituido por enzimas ou ndo que reagem diretamente com as EROs. Entre
as espécies enzimaticas temos: a superéxido dismutase (SOD); a catalase (CAT) e a

glutationa peroxidase selénio-dependente (GPX), responsaveis pela destoxificacdo do
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peroxido de hidrogénio (reacbes 3, 9 e 10) e algumas outras peroxidases como a
glutationa peroxidase fosfolipidio hidroperoxido, responsavel pela degradacdo de
hidroperdxidos produzidos durante a peroxidacgdo lipidica (Sies, 1999; Nakamura et.
al., 2003).

2H,0, —<at > 2H,0+0, (9)

H,0O, + 2GSH GT’ GSSG + 2H,0 (10)

Como principais espécies ndo enzimaticas desse primeiro grupo temos: o o-
tocoferol e o B-caroteno, responsaveis por interromper a reacdo em cadeia propagada
pelos radicais peroxil em membranas biologicas (Halliwell et. al., 1999). Os tocoferois
interrompem a peroxidagdo lipidica reagindo com o radical peroxil. O a-tocoferol
reage rapidamente com esse radical impedindo assim que reajam com outros lipidios
ou proteinas de membrana. Como consequéncia dessa rea¢do, o a-tocoferol é
convertido em radical tocoferil (Landvik et. al.,1996). Os carotendides apresentam
uma estrutura quimica que os permite atuar como doadores de elétrons, possibilitando
assim, que atuem como antioxidante (Krinsky & Yeum, 2003).

O ascorbato tambem tem um importante papel antioxidante, agindo na
reciclagem do o-tocoferol e [B-caroteno. Apds a reacdo com o peroxil, o radical
tocoferil é novamente convertido a a-tocoferol (Landvik et. al.,1996) pela acdo por
exemplo do ascorbato. Da interagdo do B-caroteno com as EROs, também formam-se
espécies radicalares que sdo recicladas pelo ascorbato (Krinsky & Yeum, 2003).

Alguns fatores podem influenciar a atividade antioxidante dessas moléculas in
vivo, como a concentracdo de oxigénio no meio e a interacdo com outros processos
oxidativos (Young & Lowe, 2001; Polyakov et. al., 2001). O ascorbato, B-caroteno e
o-tocoferol possuem a capacidade de reduzir fons Fe®**, podendo também ser
consideradas agentes pré-oxidantes, visto que os ions ferrosos resultantes podem
participar de reac6es oxidativas in vivo (Buettner, 1993).

Outro importante grupo de antioxidante primario ndo-enzimaticos sdo 0s
fendis. Os compostos fendlicos incluem desde moléculas simples como os acidos

fendlicos até moléculas altamente complexas e polimerizadas como 0s taninos
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(Ginani, 2005). Essas moléculas possuem estrutura quimica ideal para a atividade
sequestradora de radicais livres; as hidroxilas presentes no anel aromético sdo
redutoras, além de serem quelantes de metais como o cobre, ferro, zinco, manganés e
mercurio (Rice-Evans et. al., 1997; Arora et. al., 2000). Segundo Harborne (1989), os
polifendis podem ser distribuidos em até 10 subclasses diferentes, dependendo de sua
estrutura.

O sistema de defesa antioxidante auxiliar

E composto por moléculas que auxiliam a atividade do sistema primario
reciclando os seus substratos (Figura 3). O principal constituinte enzimatico dessa
subclasse é a glutationa redutase (GR). A atividade da GR é fundamental para que a
GPX exerca seu potencial antioxidante, pois recicla os peptideos glutationa oxidados
na destoxificagdo do perdxido de hidrogénio.

A GR utiliza o NADPH para recuperar a glutationa oxidada (glutationa
dissulfeto — GSSG); em sua maior parte, 0 NADPH necessario provém da atividade da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) que reduz o NADP".

As enzimas GR e G6PDH também sdo importantes na reciclagem de outra
molécula do sistema de defesa antioxidante, o ascorbato. A funcdo dessas duas
enzimas nesse processo € fornecer substrato reduzido (GSH e NADPH,
respectivamente) para recuperar moléculas de ascorbato oxidadas através de moléculas
dependentes de NADH ou por dismutacdo (Hermes-Lima, 2004).

Quelantes e proteinas ligantes de metal

S&@o moléculas responsaveis por minimizar a participacdo de ions metalicos em
reacOes formadoras de radicais. Nesse grupo encontram-se as proteinas ferritina,
transferrina e ceruloplasmina, responsaveis pelo armazenamento/transporte de ferro e
cobre, além de compostos de baixo peso molecular enddégenos como o fosfato, ADP,
ATP e citrato, ou derivados da dieta como os flavondides e polifendis (Halliwell et.
al., 1999).

Os compostos antioxidantes atuam, basicamente, segundo trés mecanismos
principais: protegendo diretamente as biomoléculas de ataques radicalares como um
sequestrante de radicais; como quelante ligando metais de transicdo em sua forma
reduzida; ou impedindo a propagacéao de reac@es radicalares em cadeia (Sies, 1997).

O sistema de reparo enzimatico
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E constituido basicamente por enzimas capazes de recuperar danos causados
pelas espécies reativas ao DNA, e as enzimas DNA polimerase e ligase.

Apesar de existirem mecanismos que previnem e corrigem os danos oxidativos,
0s organismos possuem capacidade limitada de proteger as biomoléculas no caso de
agressoes recorrentes. Assim, os danos causados pelas espécies radicalares podem se
sobrepor a capacidade do sistema de reparo e até mesmo do sistema antioxidante como

um todo (Barreiros et al., 2006).

Fe(lll) + OH +"OH —— Danos oxidativos
Detoxificacao

- de xenobioticos
ell) | (Reacdo de Fenton)

CAT GST

K_’HZO + 02

H0,
2 GSH NADPH
SOD GPX GR G6PDH
+
) :GSSG : NADP
\ 0, H,0
0+ NO +
H0,

Geragdo de
EROS

Fe( | (Reacdo de Haber-Weiss)

ONOO . —_—
O,+ OH +°OH ———— Danos oxidativos

Figura 3: Defesas antioxidantes enzimaticas trabalham em conjunto para proteger as células contra
espécies reativas de oxigénio. As abreviaturas SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam as
enzimas superéxido dismutase, catalase, glutationa-S-transferase, a glutationa-redutase, glutationa
peroxidase e glicose-6-fosfato-desidrogenase, respectivamente. Adaptado de Hermes-Lima 2004.

2.6. POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE ALIMENTOS

As frutas e hortalicas tem sido apontadas na literatura como excelentes fontes
de compostos antioxidantes, sejam nutrientes ou ndo, que sdo capazes de sequestrar
radicais livres ou atuarem como quelantes de metais catalisadores de reagdes de

geracbes de EROs (Wolfe et. al., 2008; Andrade Jr et. al., 2005). Dentre os
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antioxidantes adquiridos por meio dos alimentos podemos citar as vitaminas A, E, C,
carotendides, bem como polifendis e o acido fitico (Bello- Klein et. al., 2000;
Barreiros et al., 2006).

Em um estudo recente, realizado por nosso grupo de pesquisa (Sant’Ana et al,
2007), foi demonstrado um alto potencial antioxidante in vitro dos frutos do cerrado,
através do teste de degradacdo da 2-desoxirribose. Em ensaios de eficiéncia
antiradicalar (DPPH) e habilidade de redugéo de ferro (FRAP) os frutos do cerrado
também tiveram um destaque em relacdo a macad. Dentre aqueles com maior potencial
antioxidante estdo o araticum e tucum, sendo 824,18+109,56 e 455,83+26,18 pumol
Trolox Equivalente (TE)/g os valores de DPPH e 636,80 + 74,50 e 443,54 + 56,23
pumol FeSO,/g de FRAP, respectivamente; enquanto a maca apresentou DPPH de 59,5
+ 5,77 umol TE/g e FRAP de 58,33 + 9,57 pmol FeSO./g (Fustinoni, 2011; Rosa,
2011). Em estudo realizado por Marin e colaboradores (2005) os frutos do cerrado
mostraram teores significantes de fendlicos totais; dentre os frutos estudados os que
apresentaram maiores valores de taninos foram a améndoa do baru e o jatoba, 472.2 +
12.5 e 1,073.6 + 114.9 mg de taninos/100g de fruto, respectivamente, a améndoa do
baru ainda apresentou 1,073.6 £ 114.9 mg de acido fitico /100g de fruto, composto que
possui atividade antioxidante devido a sua agdo como quelante.

De acordo com os dados explorados anteriormente o tucum possui um alto
poder antioxidante in vitro, apresenta DPPH 7 vezes maior que os valores da macd,
aléem de valores de DPPH e FRAP maiores que o da améndoa do baru, fruto ja
estudado e que apresentou alto potencial antioxidante, 8,3 + 4,0 umol TE/g, 581,6
110 pmol FeSO4/g e 50,3 = 55 mg Acido Tanico Equivalente (TAE)/100g,

respectivamente.

Apesar de tais qualidades, ndo ha muitos registros sobre o tucum no meio
cientifico, porém o conhecimento popular sobre este fruto mostra a sua importancia
regional. A palmeira do tucum € de pequeno a médio porte, 1,5 a 5 metros de altura,
seu periodo de frutificacdo é de janeiro a marco e ocorre nas Matas de Galeria (Silva
et. al. Em: < http://www.fruticultura.iciag.ufu.br/fruteiras%20do%20cerrado.html>
Acesso: 15 junho 2011). Sua distribuicdo geogréafica se estende pelo Nordeste (Bahia),
Centro-Oeste (Goias), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de

Janeiro), Sul (Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) (Leitman et. al., 2010). Os
17



frutos sdo esféricos de aproximadamente 2 cm, de casca fina e polpa branca e
agridoce; quando maduros, os frutos apresentam a casca com coloragéo roxa. Podem

ser consumidos in natura ou na forma de geléias e compotas.

Considerando que o tucum apresentou alto teor de fendlicos totais e potencial
antioxidante in vitro, o presente projeto visa testar a hipdtese de que o tucum gquando
consumido in natura é capaz de proteger os tecidos contra danos oxidativos gerados
pelo excesso de ferro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Avaliar o potencial antioxidante do fruto tucum (Bactris setosa) em ratos

suplementados com ferro.

3.2. Objetivos Especificos

e Awvaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos aquoso e de acetato de
etila de 11 espécies do cerrado (9 frutos, 1 pseudofruto e 1 caule).

e Avaliar o potencial antioxidante in vivo do fruto que apresentou o melhor
potencial antioxidante in vitro.

e Avaliar a capacidade antioxidante total sérica nos ratos tratados ou ndo com o
fruto como antioxidante in vivo.

e Avaliar a protecdo do fruto contra danos oxidativos a lipideos e proteinas,
promovidos pela suplementacao de ferro.

e Auvaliar possiveis associacOes e correlaces entre os biomarcadores de ferro e

estresse oxidativo em ratos tratados com o fruto.
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7. CONCLUSAO

Entre os doze frutos do cerrado estudados os extratos aquosos de oito frutos
(tucum, ingd, jurubeba, cagaita, araticum, jenipapo, mangaba e cajuzinho)
apresentaram alto teor de fendlicos totais, sendo o tucum o de maior destaque. Esses
dados indicam um alto potencial antioxidante dos frutos do cerrado, quando

comparados & magd, fruto convencionalmente consumido pela populacéo.

A administracdo do tucum in natura na dieta proporcionou um aumento do
potencial redutor do soro de ratos, sugerindo que compostos bioativos, como 0s
fendlicos, presentes nesse fruto sdo absorvidos pelo organismo e podem aumentar sua

capacidade antioxidante.

A suplementacdo dietética de ferro resultou no aumento dos estoques de ferro
no figado, e consequentes danos oxidativos a lipideos. No entanto, a administracdo de
tucum in natura, mostrou um efeito protetor desse fruto, sugerindo que compostos
bioativos, como os fendlicos podem ser responsaveis pela acdo antioxidante desse

fruto.

Os resultados desse estudo sugerem ainda que compostos bioativos presentes
no tucum parecem apresentar propriedades quelantes, uma vez que 0 grupo que
recebeu tucum apresentou menor concentracdo de ferro intestinal, enquanto os animais
tratados com tucum associado a suplementacdo de ferro apresentaram igual

concentracdo de ferro intestinal quando comparados ao grupo Controle.
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