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Folha Informativa
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e de Fisiopatologia do programa de Pds-Graduacao em Ciéncias
da Saude, bem comono Instituto de Fisica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e no Laboratério de Fitoquimica e
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RESUMO

A incidéncia mundial de obesidade tem aumentado
drasticamente. A fim de verificar o papel do estresse oxidativo na
fisiopatologia da obesidade e considerando o historico
farmacéutico da acerola e seu alto teor de vitamina C e
flavondides, os efeitos antioxidantes e antigenotdxicos dos sucos
de acerola (verde, maduro e industrial), vitamina C e rutina,
foram investigados, quando usados como suplementos
alimentares em camundongos obesos. As analisesfitoquimicas
revelaram que todos os tipos de suco de acerola continham altos
niveis de vitamina C e rutina. Posteriormente, observou-se
significativo potencial antioxidante dos sucos em relacdo aos
componentes individuais isolados. Para avaliacdo do efeito
genotdxico e oxidativo camundongos Swiss foram alimentados
durante 13 semanas, com dieta padrdao (DP) ou dieta cafeteria
(CAF), essa Ultima contendo produtos comerciais com alto teor
energético. A dieta CAF induziu intolerancia a glicose, aumentou
a eficiéncia energética, e induziu danos ao DNA, evidenciados
pelo ensaio cometa e teste de micronicleos. O dano oxidativo a
proteinas e lipideos foi examinado pela mensuracdo do conteido
de sulfidrilas totais e os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA-RS). Além disso, analises elementares em
amostras teciduais de camundongos da dieta CAF demonstraram
maiores concentragcbes de elementos potencialmente proé-
oxidantes, como aluminio,silicio e ferro. Apds 13 semanas de
dieta CAF, estes animais receberam nutracéuticos dietéticos
adicionais (suco de acerola, vitamina C ou rutina) durante um
més e o0 impacto sobre danos bioquimicos e no DNA em medula
Ossea, sangue periférico, rim, figado e cérebro foram
examinados. Nossos resultados indicaram que o suco de acerola
madura e o industrial levaram a uma diminui¢cdo do dano ao DNA
induzido pela dieta CAF no sangue, rim, figado e na medula
Ossea. A suplementacdo com o suco verde resultou em um efeito
protetor exclusivo em sangue, rim e medula Ossea. A
suplementacdo de vitamina C acarretou na reducéo de danos ao
DNA no rim e no figado, enquanto que o suplemento rutina levou
a uma reducdo de danos em todas as amostras teciduais. Um
impacto antioxidante destes suplementos nas proteinas e






lipideos pbde ser observado em rim, figado e cérebro. O suco de
acerola industrial e vitamina C prevenirama oxidagao tidlica em
todos os tecidos examinados. Adicionalmente, a suplementacao
com suco de acerola verde aumentou o conteudo total de tidis no
rim e no figado, enquanto que o suco de acerola madura causou
0 mesmo efeito no rim. Também foi observada uma diminuicao
dos niveis de TBA-RS causada pela CAF em todos os tipos de
células para o suco de acerola verde e rutina. A vitamina C
reduziu a lipoperoxidacdo, como foi evidenciado a partir da
diminuicdo dos niveis de malondialdeido no figado e no cérebro.
O mesmo efeito foi observado no figado para o suco de acerola
madura e industrial. As analises elementares de amostras
teciduais demonstraram que a suplementacdo com 0s sucos de
acerola modularam diferentes elementos nos rins e no figado.
Sucos de acerola podem, portanto, ser Uteis para reduzir os
danos oxidativos e a genotoxicidade em condi¢Bes
obesogénicas.

Palavras-chaves: dieta cafeteria; Malpighia emarginata DC.;
ensaio cometa; teste de micronlcleos; dano oxidativo;
analiseelementar.






ABSTRACT

The worldwide incidence of obesity has increased dramatically. In
order to examine the role ofoxidativestressinpathophysiology of
obesity and considering the pharmaceutical track record of
acerola and its high contents of vitamin C and flavonols, the
antioxidant and antigenotoxic effects of acerola juice (unripe, ripe
and industrial), as well as its main pharmacologically active
components vitamin C and rutin were investigated, when used as
food supplements for obese mice. Phytochemical analyses
revealed that all the acerola juice types contained high levels of
vitamin C and rutin. Subsequent,observed significant antioxidant
potential of acerola juices relative to the isolated individual
components. Evaluation of genotoxic and oxidative effects, Swiss
mice were fed for 13 weeks either on a standard (STA) or
cafeteria diet (CAF), of which the latter contained high-energy
supermarket products. The CAF diet induced glucose intolerance,
increased feed efficiency, and induced DNA damage, as evident
from Comet assay and Micronucleus test. Oxidative damage to
proteins and lipids was examined by measuring total contents of
sulfhydryl and levels of thiobarbituric acid reactive substances
(TBA-RS).In addition, elemental analisys on tissue samples of
CAF mice exhibited higher concentrations of elements potentially
pro-oxidant, like aluminium, silicon and iron. After 13 weeks on
the CAF diet, mice were given additional diet nutraceuticals
(acerola juice, vitamin C or rutin) for one month and the impact on
biochemical and DNA damage in the bone marrow, peripheral
blood, kidney, liver and brain were examined. Our results
indicated that a supplementation with ripe or industrial acerola
juice led to a partial reversal of the DNA damage induced by the
CAF diet in blood, kidney, liver and bone marrow. Unripe juice
supplements resulted in a corrective effect exclusive inblood,
kidney and bone marrow. Vitamin C supplements led to reduced
DNA damage in kidney and liver, whereas rutin supplements led
to a damage reduction in all tissue samples. An antioxidant
impact of these supplements on proteins and lipids could be
observed in kidney, liver and brain. Industrial acerola juice and
vitamin C prevented thiol oxidation in all examined tissue
samples. Unripe acerola juice increased the total content of thiols






in the kidney and liver, whereas ripe acerola juice caused the
same effect in the kidney. Was also observed a decrease in the
TBA-RS levels caused by CAF in all cell types for unripe acerola
juice and rutin supplements were indicative of decreased levels of
lipoperoxidation. Vitamin C supplements reduced
lipoperoxidation, as was evident from decreased
malondialdehyde levels in liver and brain. The same effect was
observed in the liver for ripe and industrial acerola juice.
Elemental analyses of tissue samples showed that the
supplementation with acerola juices modulated different elements
in kidney and liver. Acerola juices might accordingly be helpful to
reduce oxidative damage and the genotoxicity under obesogenic
conditions.

Keywords: cafeteria diet; Malpighia emarginata DC.; comet
assay; micronucleus test; oxidative damage; elemental analyzes.
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1 INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca metabdlica crbnica, de
prevaléncia ascendente e que provoca diversos riscos a salde. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como
uma condi¢cao de acumulo anormal ou excessivo de gordura no
tecido adiposo, com o indice de massa corporal (IMC) de 30
kg/m? ou superior (Lois e Kumar, 2009). Dados da OMS de 2008
estimavam a existéncia de mais de 1,4 bilhdes de adultos acima
do peso e pelo menos 300 milhdes desses seriam obesos. Outro
dado preocupante é que, em meédia, 40 milhdes de criancas
abaixo dos cinco anos estavam acima do peso em 2011 (WHO,
2013). Assim, a obesidade esta adquirindo as caracteristicas de
uma pandemia. Esta é reconhecida como um dos principais
problemas de saude publica no mundo, resultando em um
ndmero estimado de 300.000 mortes por ano e com gasto de
US$ 117 bilhdes de ddélares anuais em despesas médicas
somente nos Estados Unidos (Stein e Colditz, 2004). No Brasil,
de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o sobrepeso atinge mais de 30% das criancas entre 5 e 9
anos de idade, cerca de 20% da populagdo entre 10 e 19 anos e
48% das mulheres e 50,1% dos homens acima dos 20 anos
(IBGE, 2011).

Esta doenca esta associada a fatores sociais e
psicologicos, predisposicdo genética e habitos alimentares
advindos do processo de industrializagdo dos alimentos
(Bartolomucci et al., 2009), ndo fazendo distingdo entre idade e
classe social (Chinn e Rona, 2001; Naska et al., 2011).
Comportamentos alimentares que promovem a obesidade global
incluem o consumo frequente de alimentos hipercaléricos e
hiperlipidicos conhecidos como fast food. Estes alimentos séo
ricos em &cidos graxos saturados (AGS) e &cidos graxos trans
(AGT), e adicionados de acucar e sodio.Frequentemente, seu
consumo esta associado ainda ao consumo de refrigerantes e
doces (Young e Nestle, 2002; Flood et al.,, 2006; Kant e
Graubard, 2006; Piernas e Popkin, 2010; Macedo et al., 2012;
Jaworowska et al., 2013; Martin et al., 2013). Além disso, o
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consumo de fastfood normalmente estd associado a outros
habitos alimentares inadequados, incluindo menor consumo de
fibras, vitaminas, frutas, legumes e cereais integrais (Ledikwe et
al., 2005; Boutelle et al., 2007; Washi e Ageib, 2010; Jaworowska
et al.,, 2013; Martin et al., 2013). Deste modo, estes habitos
alimentares podem alterar o status de micronutrientes em
pacientes obesos, visto que alimentos industrializados tendem a
ser ricos em acUcar, sédio e gordura e relativamente pobres em
vitaminas e minerais (Washi e Ageib, 2010; Martin et al.,
2013).Assim,esta dieta “moderna”, associada ao aumento do
tamanho das porc¢des alimentares e a diminuicdo da atividade
fisica, vem sendo implicada como um potencial fator de
contribuicdo para o desenvolvimento da obesidade (Rosenheck,
2008; Hurt et al., 2010).

Do ponto de vista bioquimico, a obesidade também é
caracterizada por um estado de estresse oxidativo cronico
(Higdon e Frei, 2003), associado a processos metabdlicos e
inflamatérios (Hursting e Berger, 2010), levando ao
desenvolvimento de varias doengas, incluindo diabetes mellitus
tipo 2, doencas cardiovasculares, e sindrome metabdlica, bem
como intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia,
hipertensdo arterial (Eikelis et al., 2003), esteato-hepatite néo-
alcodlica, déficit cognitivo, neurodegeneracéo (De la Monte et al.,
2009) e algumas formas de cancer (Shehzad et al., 2012).

O estresse oxidativo parece ser 0 mecanismo unificador
subjacente ao desenvolvimento de comorbidades da obesidade.
Evidéncias sugerem que um conjunto de diferentes causas de
estresse oxidativo existem na obesidade: hiperglicemia,
hiperleptinemia, niveis elevados de lipideos teciduais, atividade
muscular aumentada devido ao excesso de peso corporal,
defesas antioxidantes inadequadas e aumento das taxas de
formacéo de espécies reativas(Vincent e Taylor, 2006).

Além disso, a obesidade estd associada a um estado de
inflamacéo crénica no tecido adiposo, bem como em outros
orgaos, onde infiltrantes teciduais como mondécitos e macrofagos
aumentam em nimero e em atividade (Alfadda e Sallam, 2012).
Véarios mediadores ativos, moléculas quimiotaticas, citocinas e
adipocinas aumentam o estado inflamatério crbnico e resultam
na producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO),
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levando ao estresse oxidativo sistémico. Isto é considerado um
mecanismo potencial, ligando a obesidade as anomalias
vasculares e ao elevado risco de aterosclerose (Alfadda e
Sallam, 2012).

Uma das principais fontes de ERO nestas situacdes
acredita-se ser a atividade da enzimadinucledtideo fosfato de
nicotinamida e adenina oxidase (Nox) um complexo
multiprotéico, que € expresso tanto em fagécitos como em
células endoteliais, elevando a expressao de receptores do tipo
Toll (TLR) nos tecidos vasculares e nos adipocitos. TLR4 um
receptor para a endotoxina de lipopolissacarideos (LPS) e de
lipideos, é expresso em varios componentes celulares, incluindo
o figado, o tecido adiposo, o musculo esquelético, o tecido
vascular, as células pancreaticas do tipo B, e sistema nervoso
central (Kim e Sears, 2010). Suas consequéncias de sinalizacéo
intracelular induzem a superexpressdo de citocinas proé-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)e a
interleucina-6 (IL-6), bem como de fatores de transcricdo, tais
como o fator nuclear kappa B (NF-kB), que regula a expressao
de varios genes envolvidos na inflamacgdo, na proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Chen e Stinnett, 2008).

Uma possivel via de sinalizagdo da ativagdo do NF-kB por
ERO em macréfagos estimulados por LPS € a ligacéo de LPS ao
TLR4, desencadeando a ativacdo de Nox gerando anion
superéxido extracelular, que se converte em peroxido de
hidrogénio (H,0O;). O H,0, extracelular atravessa as membranas
citoplasmaticas de células vizinhas e se acumula no interior das
células, ativando o NF-kB (Kim et al., 2008; Dalmas et al., 2011).
Portanto, a inducéo de Nox eleva a expressédo e sinalizagcao de
TLR4,0 que poderia estar envolvido na inflamacéo
desencadeada pela obesidade e resisténcia a insulina (Chen e
Stinnett, 2008). Assim, substancias conhecidas como
antioxidantes, responsaveis pela inibicdo ou eliminacdo da
geracdo e acumulo de ERO intracelular por Nox, diminuem a
ativacdo e a expressdo do gene inflamatério NF-kB. Desse
modo, antioxidantes enzimaticos enao enzimaticos podem ser
Uteis para diminuir problemas causados pelo estresse oxidativo e
inflamacao cronica existentes na obesidade.
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1.1.1 Modelo experimental de inducdo de obesidade: dieta
cafeteria

Entre os modelos de obesidade experimentais, podemos
encontrar a Dieta Cafeteria (CAF), que mimetiza a dieta ocidental
(Pastore et al., 2010).A DietaCafeteria, também conhecida como
dieta hipercal6rica e hiperlipidica, recebe este nome justamente
por, neste modelo experimental, alimentar os animais (ratos
Wistar ou camundongos) com racdo balanceada e outros
alimentos industrializados palataveis e altamente energéticos
regularmente consumidos pelos seres humanos, de forma a
induzir a obesidade e intoleréncia a glicose pela dieta (Ribeiro e
Telles, 2003;Brandt et al., 2010; Sampey et al., 2011).

O estudo de Sampey et al. (2011) investigou as
consequéncias obesogénicas e inflamatoérias apos 15 semanas
de alimentacdo com uma dieta do tipo CAF em comparacdo com
uma dieta a base de banha de porco (High Fat, HF) em ratos
Wistar machos. Testes de tolerancia a glicose e insulina
revelaram que a hiperinsulinemia, hiperglicemia e intolerancia a
glicose foram exacerbadas nos ratos alimentados com a CAF em
comparacdo aos animais alimentados com racdo controle e HF.
Embora ambas as dietas ricas em gordura resultassem em
aumento da adiposidade e esteatose hepatica, o0s ratos
alimentados com a CAF exibiram inflamacg&o notavel em gordura
branca, gordura marrom e figado em comparagdo com HF e
controle.

No estudo de Carillon et al. (2013), hamsters receberam
uma dieta padrdo ou uma dieta cafeteria durante 15 semanas.
Esta ultima dieta levou a um aumento nos niveis plasmaticos de
triacilglicerdis, lipoproteina de baixa densidade (LDL), leptina,
glicose e insulina, resultando em resisténcia a insulina e
diminuicdo de adiponectina em comparagdo com a dieta padréo.
Além disso, a dieta CAF resultou em inducdo de estresse
oxidativo no figado, demonstrado pelo aumento da producéo de
anion superoéxido, de produtos de oxidacéo hepética, da enzima
antioxidante superédxido dismutase cobre e zinco (Cu-Zn-SOD) e
de uma diminuicdo no nivel de SOD manganés (Mn-SOD) em
relacéo a dieta padréo.
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Adicionalmente sabe-se que os produtos que constituem
esta dieta,como biscoitos, salgadinhos e carnes processadas,
apresentam diferentes tipos de aditivos alimentares, tais como
corantes e conservantes (Sasaki et al., 2002; Frank et al., 2003;
Collison et al.,, 2013). De acordo com a legislagdo brasileira,
aditivo  alimentar €& qualquer ingrediente  adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem propdésito de nutrir, mas
com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento,
preparagdo, tratamento, embalagem, acondicionamento,
armazenamento, transporte ou manipulagdo de um alimento
(SVS/MS, 1997) a fim de melhorar, entre outras coisas, a
palatibilidade e o tempo de prateleira.

O emprego de aditivos quimicos €, sem duavida, um dos
mais polémicos avancgos alcangados pela industria de alimentos.
Diversos estudos apontam reagfes adversas relacionadas aos
aditivos, quer seja de forma aguda ou crénica, tais como reacdes
téxicas ao metabolismo desencadeantes de alergias, de
alteracdes no comportamento em geral e carcinogenicidade,
sendo esta Ultima observada em longo prazo (Carvalho, 2005;
Pol6nio e Peres, 2009; EI-Wahab e Moram, 2013).

Os corantes artificiais pertencem a uma dessas classes de
aditivos alimentares e tém sido objeto de muitas criticas, ja que
seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas por questfes de
hébitos alimentares. No Brasil, pela atual legislacdo, é permitido
0 uso de apenas onze corantes artificiais para alimentos e
bebidas, sendo eles Amaranto, Vermelho de Eritrosina, Vermelho
40, Ponceau 4R, Amarelo Crepusculo, Amarelo Tartrazina, Azul
de Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido e Azul
Patente V (FIB, 2009).

No estudo de Sasaki et al. (2002) avaliou-se o potencial
genotéxico de alguns aditivos quimicos testados de forma aguda
em camundongos. Este constatou que diversos tipos de corantes
induziram danos ao &cido desoxirribonucléico (DNA) de forma
dependente da dose (10 ou 100 mg/kg) no estdmago, colon e
bexiga. Além disso, o mesmo trabalho demonstrou que
antioxidantes, fungicidas e edulcorantes também causaram
danos no DNA em 6rgaos gastrointestinais (Sasaki et al., 2002).
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Amin et al. (2010) demonstraram que a suplementacao
alimentar dos corantes como tartrazina e carmosina aumentou
significativamente as enzimas hepéticas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina (FAL), bem como os niveis de ureia, proteina
total, creatinina e albumina em soro de ratos quando comparados
ao grupo controle. Além disso, nos rins e figado dos animais
tratados houve inducdo de estresse oxidativo detectado pela
diminuicdo das enzimas antioxidantes (SOD e catalase, CAT) e
dos antioxidantes ndo enzimaticos glutationa reduzida (GSH), e
aumento dos niveis de malondialdeido (MDA) pelos dois
corantes analisados.

O nitrito de sddio (NaNO,), um fixador de cor e
conservante de alimentos, quando administrado cronicamente a
animais induziu um aumento significativo nos niveis séricos de
glicose, AST, ALT, FAL, bilirrubina, uréia e creatinina dos
animais. Em paralelo, um significativo aumento na peroxidacéo
lipidica e uma diminuicdo no teor de GSH e da atividade da
catalase foramobservadas no figado e nos rins destes animais
(Hassan et al., 2009).

Além disso, outro aditivo alimentar muito consumido € o
glutamato monossadico (GMS), usado como realgador de sabor
(McCabe e Rolls, 2007). Em animais, a adicdo de GMS na dieta
padrdo aumentou o consumo alimentar, levou a disfungéo
metabolica caracterizada pelo aumento dos niveis de glicose,
triacilglicerol, insulina, leptina e indugdo de estresse oxidativo
(Diniz et al., 2005). Deste modo, os aditivos alimentares
presentes na CAF podem contribuir para a carcinogénese por
causarem anormalidades em  par@metros  bioquimicos
metabolicos e inducéo de estresse oxidativo.

Embora a dieta CAF seja rica em gordura, esta também
possui elevado teor de sédio, 4cidos graxos saturados e trans,
colesterol e deficiéncia em fibras e micronutrientes, tais como
vitamina A e calcio. Todos estes componentes experimentais
limitam a interpretacdo dos dados sobre a CAF, de tal forma que
nenhuma conclusdo causal pode ser feita quanto ao papel ou
mecanismo de um componente alimentar especifico, como o alto
teor de gordura ou de elevada exposicdo a sacarose em relagéo
ao ganho de peso e a sindrome metabdlica associada com a
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dieta CAF (Sampey et al., 2011). Além disso, esse sinergismo
alimentar também pode interferir nas respostas das andlises
biogquimicas e moleculares.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

O estresse oxidativo € geralmente definido como um
desequilibrio entre as concentracdes de espécies reativas de
oxigénio (ERO), tanto quanto espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e os mecanismos fisiolégicos de defesa antioxidante
(Kryston et al., 2011). As ERO s&o moléculas altamente reativas
que nao necessariamente possuem um radical livre ou tém
eletrons desemparelhados. As ERO incluem o &nion superdxido
(02), H,0,, radical hidroxila (OH"), 6xido nitrico (NO), acido
hipocloroso (HOCI'), oxigénio singlet (*O,) e o peroxinitrito
(OONOQO)) (Vincent e Taylor, 2006).

ERO e ERN em baixas concentracdes sao necessarias
para a manutencdo do o estado de oxirreducédo celular, para a
funcdo e sinalizagdo celular normais, bem como para o
funcionamento do sistema imunoldgico (Sitkovsky e Lukashev,
2005; Hursting e Berger, 2010; Marchetti et al., 2012). Contudo,
sob uma condi¢do de estresse oxidativo, a menos que essasER
sejam neutralizadas por mecanismos de protecdo celular
antioxidante, as ERO interagem com macromoléculas e podem
causar alteracdes moleculares, como peroxidacdo de lipideos,
carbonilagdo de proteinas e fragmentagdo do DNA,
comprometendo as fungdes celulares normais (Hursting e
Berger, 2010; Marchetti et al., 2012). Devido a isso, 0 estresse
oxidativo tem sido relacionado com a fisiopatologia de vérias
doencas, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, aterosclerose, distarbios neurolégicos (doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson), inflamac&o cronica e cancer
(Vincent e Taylor, 2006; Pala e Gurkan, 2008; Klaunig et al.,
2010; Jomova e Valko, 2011).

A principal fonte celular de ERO é na transferéncia de
elétrons na cadeia respiratoria (Boveris, 1984; Halliwell, 1995). O
H,O,por sua vez é gerado em células a partir da dismutacéo de
0., que é catalisada pela SOD, por oxidases e pela B-oxidacéo
de acidos graxos em peroxissomas. Nenhuma dessas espécies
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reativas H,O, e O, sdo fortemente reativos. Mais grave é a
geracdo a partir do H,O, da altamente reativa OH’, a qual reage
indiscriminadamente com a maior parte dos constituintes
celulares (Beckman et al., 1994). A producdo da OH' é mediada
pela reacdo de Fenton através da reducdo de ions metéalicos de
transicdo, como Fe?", que s&o oxidados no processo (Halliwell,
1995). A situacdo é agravada pela presenca simultanea de O,
que reduz o Fe*" a Fe** e, consequentemente, a catdlise de fon
metdlico na produgdo do OH’. Os mecanismos envolvidos na
homeostase de ions metdlicos (para ions de cobre-Cu e ferro-Fe)
sdo, por conseguinte, importantes nas defesas celulares para
minimizar a formagdo de ERO. As células também podem gerar
ERN a partir da reacdo do radical 6xido nitrico NO' com O,"
gerando OONO’ e o radical diéxido de nitrogénio (NOy), que
também podem lesar o DNA (Stadtman, 2001).

A fim de neutralizar a ameaca de ER para os tecidos e
células, ha uma ampla variedade de enzimas antioxidantes e
sistema de reparo. Deste modo, compostos oxidantes s&o
naturalmente neutralizados ou desintoxicados por enzimas
antioxidantes como a SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPX)
(Avignon et al., 2012). Este sistema antioxidante endégeno é
reforcado por compostos redutores de origem exdgena, como 0
acido ascorbico (vitamina C), o alfa-tocoferol (vitamina E), os
carotenoides, os flavonoides e a glutationa(Avignon et al., 2012).
Alguns minerais também s8o considerados importantes
antioxidantes, entre eles o zinco (Zn), o Cu, o0 manganés (Mn) e o
selénio (Se) (Vincent e Taylor, 2006).

1.3 ELEMENTOS ESSENCIAIS

Os elementos minerais sdo nutrientes necessarios para a
vida e desempenham papel importante nas fungbes metabdlicas,
tais como a manutencdo do pH, pressdo osmoética, condutancia
nervosa, contracdo muscular, metabolismo energético, acéo
imunolégica e antioxidante resultantes da sua acao como
componentes essenciais ou cofatores de enzimas durante o
metabolismo (Barroso et al., 2009; Turconi et al., 2009; Lobo et
al., 2010).
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De modo geral, os seres humanos obtém esses elementos
de sua dieta diaria, e as concentracdes séricas de elementos
minerais estdo diretamente relacionados a ingestdo dietética
(Tascilar et al.,, 2011). Além disso, a biodisponibilidade de
minerais é afetada por varios fatores, que podem ser definidos
como qualguer atributo que possa influenciar a quantidade de
exposicdo aos metais, captacdo, absorcdo, farmacocinética e
suscetibilidade de um individuo. Tais fatores incluem idade, sexo,
altura e peso corporal, estado nutricional, genética e
comportamento (Robson, 2003).

Dependendo das quantidades necessdrias, 0s minerais
podem ser divididos em macro (g ou mg/dia) e micronutrientes
(poucos mg ou pg/dia). Fisiologicamente, os mais importantes
sdo 0s macrominerais Calcio (Ca), Potassio (K), Sodio (Na) e
Magnésio (Mg) e os microminerais Fe, Cu e Zn (Navarro Silvera
e Rohan, 2007). Embora os minerais sejam essenciais para a
salde e desenvolvimento normais, podem se tornar toxicos em
gquantidades mais elevadas. As avalia¢des de risco de elementos
quimicos demonstram que o consumo elevado resulta em
toxicidade ou problemas nutricionais relacionados a baixa ou
nenhuma ingestéo (Favaro et al., 1997; Goldhaber, 2003; Turconi
et al., 2009; Hirayama et al., 2011).

Assim, alteracdes na concentra¢@o de minerais essenciais
perturbam o estado de homeostase celular e podem contribuir
para o desenvolvimento de doencas (Gren e Formicki, 2013). Em
vérias doencas crbnicas, 0 processo descontrolado de formacao
de ER e suas reacdes excessivas com moléculas bioldgicas
levam & ruptura do equilibrio fisioldgico e a indugéo do estresse
oxidativo (Ozcelik et al., 2012; Greh e Formicki, 2013).

O mecanismo de acdo subjacente para estes metais
envolve a formacdo do O,, OH(principalmente através da
reacdo de Fenton) e outras ERO, finalmente produzindo
substancias mutagénicas e carcinogénicas como o MDA, o 4-
hidroxinonenal (HNE) e outros adutos de DNA exociclicos
(Jomova e Valko, 2011). Assim, o rompimento da homeostase de
fons metalicos pode levar ao estresse oxidativo, e,
subsequentemente, a inducdo de danos ao DNA, peroxidacao
lipidica, modificacdo proteica e outros efeitos, todos sintomaticos
para inUmeras doencas, envolvendo o céncer, doengas
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cardiovasculares, diabetes, aterosclerose, doengas neuroldgicas
(doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson) e inflamacéao
cronica entre outras (Klaunig et al., 2010; Jomova e Valko, 2011).

Ferro, Cu e Zn s&o metais essenciais ao corpo humano. As
suas formas ibénicas, no entanto, podem facilmente perder e
ganhar elétrons, tornando-os significativos na inducdo de
diabetes e obesidade (Bouglé et al., 2009; Gren e Formicki,
2013). Fe e Cu produzem radicais reativos como superéxido e
OH'via reacdo de Fenton e de Haber-Weiss (Figura 1) em
sistemas biolégicos, onde H,O, sofre uma reacédo de quebra das
ligacGes entre os atomos de oxigénio formando o OH'(reacdo de
Fenton) ou pela combinacdo do O, com o H,O, (reacdo de
Haber-Weiss), na presenca de metais de transicdo como Fe®* ou
Cu® (Birben et al., 2012).

Sequéncia da Reacéao de Fenton
O, + Fe* T >0, + Fe?*
H,0, + Fe? T >Fe* + OH + OH®
Reacdo de Haber-Weiss

H,0, + 0,C_—— >0, + OH + OH*

Figura 1l:Esquema das reagbes de Fenton e Haber-Weiss.
Adaptada de Birben et al. (2012).

Além disso, o processo de peroxidacdo lipidica é
catalisado pelo Fe e resulta na formacdo de radicais peroxila
(ROOQO¢). Uma vez formados, os radicais peroxila podem ser
rearranjados através de uma reagdo de ciclizacdo para
endoperoxidos (precursores de MDA) com o produto final do
processo de peroxidacdo sendo o MDA. O principal produto de
aldeido da peroxidacdo lipidica diferente do MDA é o HNE
(Jomova e Valko, 2011). Deste modo, o Fe pode participar de
Varios processos patolégicos, catalisando a formacdo de ERO
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provenientes dos processos inflamatérios existentes na
obesidade, o que pode levar também a carcinogénese
(Abdelhalim et al., 2010; Klaunig et al., 2010). Embora o Fe
apresente estes efeitos adversos, esse é um micronutriente
essencial para os seres humanos e a sua deficiéncia em uma
ingestao diaria pode causar anemia (Pais e Jones, 1997).

Outro micromineral essencial é o Cu, um cofator de muitas
enzimas envolvidas em reacdes redox, tais como a citocromo ¢
oxidase, ascorbato oxidase e aSOD. Além das suas func¢bes
enzimaticas, o Cu é utilizado em sistemas bioldgicos para o
transporte de elétrons (Valko et al., 2005). Excesso de Cu pode
induzir o estresse oxidativo por dois mecanismos: primeiro,
catalisando diretamente a formacao de ERO através das reagbes
de Fenton ou Haber-Weiss (Liochev e Fridovich, 2002; Prousek,
2007) e, segundo, a exposicdo a niveis elevados diminui
significativamente os niveis de GSH (Speisky et al., 2009). Assim
como o Fe, a formacédo de ERO induzida por Cu também pode
aumentar a peroxidacdo de lipideos, consequentemente levando
a um aumento nos niveis de MDA e HNE (Mattie et al., 2008).

O Zn é um elemento presente em mais de 70 diferentes
enzimas que funcionam em muitos aspectos do metabolismo
celular, envolvendo o metabolismo de proteinas, lipideos e
carboidratos (Jomova e Valko, 2011). Este elemento é um
antioxidante, cuja funcdo como tal envolve dois mecanismos
distintos: (i) a prote¢&o dos grupos sulfidrila das proteinas contra
0 ataque de radicais livres, e (i) a reducdo da formacao de
radicais livres por meio dos mecanismos de preven¢do, como o
antagonismo dos metais de transi¢do ativos redox, tais como Fe
e Cu (Bray e Bettger, 1990).

O Mg é outro importante mineral para a estrutura e a
funcdo do corpo humano estando envolvido em indmeras
reacbes metabdlicas (Swaminathan, 2003). A deficiéncia de
magnésio resulta em alteracfes de funcdes celulares e atividade
bioldgica das moléculas (Martin et al., 2008; Spasov et al., 2012).
J& o K é um eletrélito que desempenha um importante papel na
regulacdo da pressao sanguinea e na transmissédo de impulsos
nervosos para 0s musculos (Sheng, 2000) e sua funcdo pode ser
modulada negativamente através das ERO (Liu e Gutterman,
2002).
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O Capor sua vez esta envolvido no metabolismo celular,
contracdo muscular, coagulacdo sanguinea e transmissdo de
impulsos  nervosos (Lutsey e Michos, 2013). Dados
epidemioldgicos tém demonstrado que a baixa ingestéo de célcio
€ um fator de risco para sobrepeso e obesidade. Até o momento,
0s estudos laboratoriais e 0s ensaios clinicos demonstraram que
este efeito pode ser explicado por um aumento da oxidag&o de
lipideos e excrecéo fecal de gordura, bem como uma facilitacao
de controle do apetite (Zemel e Miller, 2004; Tholstrup, 2006;
Tremblay e Gilbert, 2011). J& o Na participa de diversos
processos fisiolégicos e os principais efeitos adversos da alta
ingestdo de sodio em longo prazo sdo o desenvolvimento da
hipertensdo, o0 que aumenta o risco de Vvérias doencas
cardiovasculares (Cook, 2008; Gougeon et al., 2011).Além disso,
0 teor aumentado de Na est4 relacionado a inducdo de estresse
oxidativo (Dobrian et al., 2003).

O mecanismo de formacdo de ER induzido por metais é
fortemente influenciado pela acdo de antioxidantes celulares, que
sao capazes de quelar e eliminar ions metalicos reduzindo deste
modo a sua atividade catalitica para formar ERO (Halliwell, 1998;
Jomova e Valko, 2011).

1.4 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
1.4.1 Peroxidagéo Lipidica

Os lipideos sdo componentes essenciais das membranas
celulares que mantém a estrutura e controlam o funcionamento
das células. Eles s&o alvos primarios do ataque por ERO e a
oxidacao destes esta associada a diversos estados patoldgicos
(Esterbauer, 1993; Yin et al., 2011).

O mecanismo de lipoperoxidagéo € uma reacdo em cadeia
que ocorre em trés fases: 1) Iniciacdo, em que as ERO séo
formadas a partir da reacdo de moléculas de lipideos com o
oxigénio (O,) na presenga de algum agente catalisador, como a
luz, calor ou ions metalicos de transicdo, que podem aceitar um
elétron impar; 2) Propagacdo, processo em que os radicais
lipidicos formados tendem a se estabilizar por rearranjo
molecular para formar dienos conjugados que rapidamente



reagem com o oxigénio formando o ROO-,que é muito instavel e
reage posteriormente com um atomo de hidrogénio da molécula
de acido graxo adjacente, formando o0s hidroperoxidos
(LOOH);Estes, ao se decomporem formam novas ER, como o
radical alquila (L"), que reage com o oxigénio, propagando assim
a reacdo em cadeia; e 3) Terminacdo: em que ocorre a reacao
em cadeia entre os proprios radicais originando produtos nao
reativos (Sreejayan e Ritter, 1999; Dotan et al., 2004).

O hidroperoxido de lipidio pode sofrer outras reacdes, a
maioria degradativa, que produzem aldeidos e alcanos. O
principal aldeido formado é o MDA, que é altamente téxico. A
extensa peroxidacao lipidica em membranas biolégicas provoca
alteracdes na fluidez, diminuicdo no potencial de membrana,
aumento da permeabilidade aos ions e eventual ruptura de
membranas levando a liberagdo de contetdo citoplasmético,
como enzimas hidroliticas lisossomais. Além disso, peréxidos
lipidicos e/ou aldeidos citotoxicos derivados da peroxidacdo de
lipideos podem inibir a sintese de proteinas, inativar enzimas,
degradar carboidratos, danificar o DNA e agir como quimiotaxina
para fagécitos (Sreejayan e Ritter, 1999).

1.4.2 Oxidacgao do grupo sulfidrila (tiol)

Alguns compostos tidlicos sdo antioxidantes que contém
em sua estrutura o grupamento —SH (sulfidrila). Entre estes
compostos estdo a glutationa, a cisteina, homocisteina e as
proteinas tidlicas, que constituem um importante tampéao redox
tiol-dissulfeto. Esses compostos estdo envolvidos no
sequestramento de radicais livres e sdo capazes de quelar ions
metalicos danosos, desempenhando assim um papel crucial na
defesa antioxidante do organismo (Witodeket al., 2010).

Grupos tidlicos presentes nas proteinas sdo conhecidos
como sitios vulneraveis, propensos a alquilacdo por eletréfilos,
bem como a oxidacdo por agentes pré-oxidantes, com a
formagéo, neste Ultimo caso, de pontes dissulfeto intra e
intermolecular. Alguns estudos demonstraram que tais
modificacdes de tidis proteicos sdo responsaveis pelos efeitos
citotéxicos de varias toxinas (Moore et al., 1985; Casini et al.,
1987; Pascoe e Reed, 1989).
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1.5 DANO OXIDATIVO AO MATERIAL GENETICO

O DNA e células do corpo humano estdo constantemente
expostos a ataques de natureza oxidativa. As ERO interagem
com as moléculas bioldgicas e interrompem a sintese normal e
reparo do DNA. Esta perturbacéo esta principalmente associada
a inibicdo/inativacdo de proteinas-chave antioxidantes, bem
como as enzimas de reparo do DNA, induzidas pelos danos de
ERO a estas biomoléculas (Gillard et al., 2004; Eiberger et al.,
2008).

Dentre as ERO, aOH’ é capaz de oxidar a maioria das
macromoléculas bioldgicas, tais como o DNA, causando dano as
bases nitrogenadas e a pentose através de uma variedade de
mecanismos (Dizdaroglu, 2012). AOH" reage com purinas e
pirimidinas do DNA através de sua adicéo as ligacdes duplas das
bases nitrogenadas, ou pela remocdo de um &tomo de
hidrogénio (H") do grupamento metil da timina, bem como de
cada ligacdo C-H da 2’-desoxirribose (Dizdaroglu, 2012).

Duas das modificagbes enddgenas de bases do DNA mais
comuns sdo a formacgéo de 8-oxo-7,8-dihidroxiguanina (8-oxoG)
e 2,6-diamino—4—-hidroxi-5—formamidopirimidina (FapyG). Ambas
sdo originadas a partir da adicdo daOH’" na posicdo C8 do anel
de guanina produzindo um radical 8-hidroxi-7,8-dihidroguanil que
pode ser tanto oxidado a 8 oxoG ou reduzido a FapyG (Spassky
e Angelov, 1997; Altieri et al., 2008). Similar a guanina, a adi¢éo
do OH’ na posicdo C8 do anel da adenina produz um radical 8-
hidroxi-7,8-dihidroadenil que pode ser tanto oxidado a 8-0xo-7,8-
dihidroxiadenina (8-ox0A) ou reduzido a 4,6-diamino-5-
formamidopirimidina (FapyA). As lesbes FapyA e FapyG estdo
ligadas a 2’-desoxirribose por meio do grupo amino ligado ao
carbono 6, e ndo pelo N1, como fazem as outras pirimidinas
(Hems, 1958; Dizdaroglu et al., 2008).

A interacdo daOH’ com pirimidinas (timina e citosina) nas
posicdes 5 ou 6 do anel pode produzir varias lesbes de base e
dois dos produtos mais abundantes e bem conhecidos, 5,6-
dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol, Tg) e 5,6-dihidroxi-5,6-
dihidrocitosina (citosina glicol) (Kryston et al., 2011). Outras duas
lesbes de pirimidina frequentemente detectadas, como o
resultado da interagdo da OH" com o grupo metila da timina, sédo
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as 5-hidroximetil-uracila e 5-formiluracila (Altieri et al., 2008).
Embora todos esses produtos de oxidacdo de purinas e
pirimidinas ndo sejam considerados letais para a célula,
geralmente interferem na expressdo génica e sao altamente
mutagénicos (Wallace, 2002). O dano oxidativo ao DNA induzido
pelas ERO sao tipicamente sitios apurinicos e apirimidinicos (AP)
de DNA, purinas e pirimidinas oxidadas, quebras de DNA de fita
simples (single strand break, SSB) e de fita dupla (double strand
break, DSB) (Kryston et al., 2011).

Através da hidrdlise da ligacdo N-glicosidica de
nucleotideos no DNA, a base de DNA é liberada e a ligacao
fosfodiéster permanece intacta, criando dessa forma um sitio AP
(Pogozelski e Tullius, 1998). Os sitios AP mais prevalentes e
caracteristicos formados sob a situacdo de estresse oxidativo
parecem ser o 2-deoxi-ribonolactona e o nomeado sitio AP
oxidado C4’ que surgem da remoc¢éao do hidrogénio mediado pela
OH" em C1 e C4 da 2-desoxirribose do DNA, respectivamente
(Dedon, 2008). E provavel que alguns danos no DNA mediados
pela OH’, incluindo FapyG e FapyA,possam ser considerados
como potenciais precursores de sitios apurinicos, uma vez que a
abertura do anel imidazol das bases puricas é conhecida por
levar a um pronunciado aumento na labilidade hidrolitica das
suas ligagbes N-glicosidicas. Esta ocorréncia é muito comum e
pode ocorrer espontaneamente, ou também enzimaticamente
apos a remocao (excisdo) da base danificada por uma DNA
glicosilase no reparo por excisdo de bases (BER) (Sancar e
Sancar, 1988; Sancar et al., 1996; Wallace, 2002). Sitios AP ndo
séo considerados letais, exceto quando em niveis elevados e, se
presentes podem bloquear aDNA polimerase, portanto, tendo um
elevado potencial mutagénico (Takeshita, 1994; Wilson e Barsky,
2001; Yu et al., 2003).

Existem varios mecanismos de reparo nos organismos
vivos para restaurar danos ao DNA. Se ndo forem reparados,
danos ao DNA induzidos oxidativamente podem levar a
mutagénese e a instabilidade genética, ambos associados ao
surgimento de processos tumorais (Dizdaroglu, 2012).

Com a interacdo das OH' com o DNA, pode ocorrer a
geracdo de quebras simples na fita de DNA. Esse mecanismo
consiste na remocao de hidrogénio da 2-desoxirribose, levando a
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formacgéo de radicais a base de carbono que, sob a presenca de
oxigénio podem ser convertidos a ROO". Os ROO’através de
diferentes reacbes podem também remover &tomos de
hidrogénio das moléculas de agucar, assim, levando a quebras
na fita de DNA. O caminho mais provavel, entretanto, para a
inducdo de quebras na fita envolve a remoc¢éo de hidrogénio
mediada pela OH" em C3’, C4’ e C5’ da pentose (Dedon, 2008;
Chan et al., 2010). Além disso, radicais peroxila também estéo
envolvidos na peroxidacéo lipidica mediando os danos ao DNA e
carcinogénese, especialmente sob a presenca mais uma vez do
oxigénio (Lim et al., 2004). Através da reacdo de Fenton, o
H,O,pode ser reduzido por Fe?", formando os radicais reativos
de hidroxila que atacam o DNA, induzindo lesbes de base e
SSBs (Pogozelski e Tullius, 1998). O ataque simultaneo de OH’
ao DNA pode causar duas SSBs vizinhas, ou seja, uma DSB
(Ward et al., 1985).

Deve ser mencionado que in vivo o resultado final da
interacdo das ERO/ER com o DNA e a distribuicdo de lesGes no
mesmo € praticamente determinado por varios fatores como o
reparo de DNA, os niveis de enzimas antioxidantes e a
acessibilidade dos radicais livres para reagir com o DNA que esta
cercado e geralmente protegido por histonas e moléculas
fortemente ligadas (poliaminas, tiois, etc) (Spotheim-Maurizot et
al., 1995; Sy et al., 1997; Sy et al., 1999; Davidkova et al., 2006).
Além disso, as ERO e as ERN podem também atacar além do
DNA, vérias proteinas celulares essenciais, como as que
participam do reparo do DNA e do controle do ciclo celular, entre
outras, e afetar intensamente a sua ligacdo aos seus substratos
(Gillard et al., 2004).

1.6 ALIMENTOS FUNCIONAIS E ANTIOXIDANTES
DIETETICOS

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova
concepcgédo de alimentos, lancada pelo Japéo na década de 80,
através de um programa de governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos saudaveis para uma populacdo que
envelhecia e apresentava grande expectativa de vida (Anjo,
2004).
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Um alimento pode ser considerado funcional se for
demonstrado que este pode afetar beneficamente uma ou mais
fungdes alvo no organismo, além de possuir os adequados
efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para o
bem-estar e a salde quanto para a reducdo do risco de uma
doenca (Roberfroid, 2002). Sdo aqueles consumidos em dietas
convencionais, mas que demonstram capacidade de regular
funcdes corporais de forma a auxiliar na protecédo contra doengas
como hipertensao, diabetes, cancer, obesidade, osteoporose e
doencas cardiovasculares (Moraes e Colla, 2006; Ross, 2010;
Devalaraja et al., 2011). Assim, alimentos funcionais sdo todos
0s alimentos ou bebidas que, consumidos na alimentacéo
cotidiana, podem trazer beneficios fisiolégicos especificos,
gracas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis
(Moraes e Colla, 2006).

Frutas e vegetais sdo alimentos importantes na nossa dieta
diaria por proporcionar, entre outros fatores, a entrada de
compostos bioativos e fitoquimicos dietéticos conhecidos por seu
alto potencial de promocado da saude e prevencdo de doengas
(Visioli et al., 2000; Visioli et al., 2006; Krzyzanowska et al.,
2010); isso em virtude de sua atividade antioxidante e modulagéo
positiva, tanto direta ou indiretamente, do equilibrio redox celular
e tecidual (Virgili e Marino, 2008).

Alimentos de origem vegetal sdo considerados misturas
complexas de componentes nutricionais como vitaminas,
minerais, fibras e uma cole¢cdo heterogénea de compostos
bioativos denominados de fitoquimicos ou fitonutrientes (Murphy
et al., 2012; Slavin e Lloyd, 2012). Sabe-se que esses alimentos
possuem classes de agentes fitoquimicos com diversas acdes
terapéuticas, como efeitos antioxidantes, antimutagénicos e
anticarcinogénicos (Kusamran et al., 1998; Nakamura et al.,
1998; Yen et al., 2001; Nogueira et al., 2006).

Estudos epidemiolégicos constataram que individuos que
consomem grandes quantidades de frutas e vegetais ricos em
nutracéuticos com propriedades antioxidantes, como &cido
ascorbico, tocoferol, carotendides e flavondides, demonstram
uma baixa incidéncia de cénceres (Garavello et al., 2009;
Giacosa et al., 2013). Estes efeitos protetores estédo relacionados
ao fato de que estes constituintes influenciam numerosas vias
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metabolicas, incluindo os processos oxidativos e inflamatérios,
gue estdo envolvidos direta ou indiretamente na resposta imune
inata, resposta ao estresse oxidativo ou ao metabolismo do DNA
(Van Ommen et al, 2010). Assim, nutracéuticos também
desempenham um papel importante na protecdo do DNA,
atuando tanto como cofatores ou substratos para enzimas que
eliminam genotoxinas, bem como para enzimas que estédo
envolvidas no reparo, metilacdo e sintese de DNA (Ames e
Wakimoto, 2002; Fenech, 2010; Thomas et al., 2011).

A partir disso, variagbes no consumo de micronutrientes
podem estar relacionadas a instabilidade gendmica, como
detectada por um aumento na incidéncia de dano ao DNA
(genotoxicidade), mutagcdo génica, quebra cromossémica ou por
alteracdo na segregagdo cromossdmica e expressao génica, e
morte celular por necrose e apoptose (Fenech e Ferguson,
2001). Nesse contexto, as frutas sdo componentes importantes
da nossa dieta diaria por conterem varios nutracéuticos bioativos,
com potencial antioxidante e anti-inflamatério combatendo
doencas crbnicas (Devalaraja et al., 2011).

1.6.1 Acerola

Malpighia emarginata DC., popularmente conhecida por
‘acerola’ ou ‘cereja-das-antilhas’, é originaria da América Central
e vem sendo cultivada em zonas de clima tropical e subtropical
(Oliveira et al., 2012). Até recentemente a planta vinha sendo
conhecida pelo sinbnimo M. glabra e M. punicifolia, mas um
trabalho taxon6mico mais recente resultou na aceitacdo de M.
emarginata como o nome cientifico atual para esta planta (Liu et
al., 2013). O fruto da aceroleira € uma baga drupacea que
apresenta trés sementes, cada uma envolvida por um endocarpo
reticulado e trilobado (Figura 2) (Almeida et al., 2002).
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Figura 2:Malpighia emarginata DC. Fonte Nunes, 2011.

A acerola é muito utilizada popularmente pela sua acgéo
adstringente, vitaminica, antianémica, nutritiva e antifingica
(Nunes, 2011). Esta fruta, devido ao seu inegavel potencial como
fonte natural de vitamina C, que € mais facilmente absorvida pelo
organismo humano em comparacdo com o acido ascorbico
sintético (Bicas et al.,, 2011)e a sua grande capacidade de
aproveitamento industrial tem atraido o interesse dos fruticultores
e passou a ter importdncia econbémica em varias regides do
Brasil (Nogueira et al., 2005), fazendo deste pais o maior
produtor, consumidor e exportador de acerola no mundo
(Carvalho, 2000).

Além do elevado teor de vitamina C (695 a 4,827
mg/100g), no qual o consumo de trés unidades de frutas por dia
satisfaz a quantidade de vitamina C recomendada na dieta
alimentar para um adulto (Mezadri et al., 2006), a acerola
também apresenta carotendides e flavondides, que também
apresentam  importante  valor  nutricional e  podem,
potencialmente, ser utilizados como antioxidantes (Oliveira et al.,
2012) e anticancerigenos (Motohashi et al., 2004). Tal fato
explica o status da M. emarginata DC. como um alimento
funcional (Vendramini e Trugo, 2000; Motohashi et al., 2004;
Mezadri et al., 2006).
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A fruta acerola in natura e o suco de acerola néo
processado também contém macro e micronutrientes como
proteinas, lipideos, carboidratos e vitaminas (tiamina, riboflavina,
piridoxina, acido pantoténico, niacina e retinol) (Mesquita e
Vigoa, 2000; Mezadri et al., 2006). Além disso, a parte
comestivel da acerola também apresenta minerais como Ca,
Faésforo (P), K, Mg, Na, Cloro (Cl), Enxofre (S), Mn, Zn, Fe, Cu,
Niquel (Ni), Cromo (Cr) (Leterme et al., 2006).

A acerola muda de tonalidade com a maturacéo, passando
do verde ao amarelo, laranja, vermelho ou roxo (Porcu e
Rodriguez-Amaya, 2003) devido, sobretudo, a degradacédo da
clorofila e a sintese de flavonoides, como antocianinas e
carotendides (Musser et al., 2004). A sua composi¢do quimica,
inclusive a distribuicAo de componentes nutricionais e
fitoquimicos, é dependente das variedades, das condi¢bes de
cultivo tais como fertilidade do solo e pH, irrigacéo, ocorréncia de
pragas e doencas e das variagcdes climaticas e sazonais e,
também, do estagio de maturacdo do fruto (Vendramini e Trugo,
2000; Hofman et al., 2002; Alfaia et al., 2003; Nogueira et al.,
2005; Kawaguchi et al., 2007).

A acerola pode ser considerada como um fruto tropical de
grande potencial econdmico e nutricional, uma vez que pode ser
usada para preparar diferentes produtos industrializados, como
sorvete, gelatina, sucos, refrigerantes, néctar, geleias, goma,
frutas em conserva, nutracéuticos e iogurtes (Bicas et al., 2011).

Resultados relatados por Sampaio et al. (2009) e Rufino et
al. (2010), utilizando metodologias como: DPPH peroxida¢édo do
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidade de remocdo de
radical orgénico 2,2’-azino-bis  3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) e capacidade de reducdo de metal - poder
antioxidante de reducédo férrica (PARF) demonstraram uma
consideravel capacidade antioxidante da acerola, vitamina C,
antocianinas, flavondides amarelos, carotendides totais e
polifendis totais extraidos desta fruta. Estudos recentes
demonstram que, devido a este potencial antioxidante
apresentado pelos fitoquimicos vitamina C, quercetina e rutina, a
acerola também possui atividade antigenotéxica, protegendo o
material genético de efeitos nocivos causados pelo estresse
oxidativo (Nunes et al., 2011; Nunes et al., 2013). Além disso,
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Wakabayashi et al. (2003) investigaram o possivel efeito do
extrato de acerola sobre a producdo de ON por macréfagos
ativados em células Raw 264.7 de ratos. O extrato demonstrou
uma alta atividade inibitéria da producéo de ON e as analises por
Western blot demonstraram que o extrato de acerola reduziu a
concentracdo intracelular de ON sintase induzida (iNOS) em
cerca de um terco. A espectrometria de ressonéncia de spin de
elétrons (ESR) mostrou que o extrato eliminou ER, como O, e
ON. Estes dados sugerem que o efeito inibitério sobre a
producdo de ON pelo extrato de acerola é em parte devido a
inibicdo da expressao de iNOS e eliminacédo das ER O, e ON.

1.6.2 Vitamina C

A vitamina C ou &cido ascoOrbico (AA) é uma vitamina
hidrossolavel e um dos componentes mais ativos em frutas e
vegetais (Calder et al., 2011; Ullah et al., 2012). Diferentemente
da maioria dos mamiferos, os seres humanos e outros primatas
ndo tém a capacidade de sintetizar este nutriente
endogenamente. Nestes, a deficiéncia, geneticamente
determinada, da gulonolactona oxidase impede a sintese do
acido L-ascorbico a partir da glicose (Pinnel et al.,, 1987;
Nishikimi et al., 1994). Portanto, devem obter vitamina C da dieta
(Mamede et al., 2011). A recomendacédo diaria de ingestao de
vitamina C é de 75 mg para homens e 90 mg para mulheres
(Nunes et al., 2011).

A vitamina C é um nutriente envolvido em mdltiplas
fungbes biologicas. E cofator de varias enzimas relacionadas
com a hidroxilagao, pés-tradugcédo do colageno, na biossintese de
carnitina, na conversdo do neurotransmissor dopamina a
norepinefrina, na amidacdo peptidica e no metabolismo da
tirosina (Derg, 2009). Adicionalmente, é importante na absorgéo
do ferro dietético devido a sua capacidade de reduzir a forma
férrica (Fe®*") a ferrosa (Fe®"), propiciando absorcéo do ferro néo-
heme no trato gastrintestinal (Kagan et al., 1990; Halliwell, 2001;
Loureiro et al., 2002). Além da importante fungéo antiescorbdtica,
a vitamina C é um potente agente redutor, capaz de reduzir a
maioria das ERO e ERN fisiologicamente relevantes (Halliwell e
Gutteridge, 1990). A vitamina C é um potente antioxidante, visto
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que pode doar um atomo de hidrogénio e formar um radical livre
ascorbila relativamente estavel. Como um eliminador de ERO, a
vitamina C demonstrou ser eficaz contra as ERO,’, H,O,, o0 OH’,
ROO’e 'O,(Rose, 1989; Weber et al., 1996), eliminando-as antes
gue reajam com as membranas e lipoproteinas bioldgicas (Al-
Rejaie et al., 2012). A vitamina C também sequestra ERN
evitando a nitrosacdo de moléculas-alvo (Tannenbaum et al.,
1991).

Assim, o acido ascoérbico é considerado um poderoso
antioxidante porque sua molécula em geral apresenta a
propriedade de se oxidar primariamente as demais moléculas,
impedindo e protegendo-as da oxidacdo. O &cido ascorbico, de
férmula quimica CgHgOg € cuja estrutura pode ser observada na
Figura 3, apresenta quatro hidroxilas livres que interagem com
as moléculas dos radicais livres. Essa interagdo resulta na
remocdo de um atomo de hidrogénio entre as hidroxilas
localizadas na posicdo C=C com posterior eliminacdo de uma
molécula de agua. A dupla ligacdo entre os carbonos faz com
que a molécula do acido ascorbico se mantenha estavel e ao
mesmo tempo possa atuar contra ER reduzindo a velocidade das
reacOes de oxidacao (Stadler, 1999).

CH,OH
|
HOCH O 0
HO OH
Acido Ascérbico

Figura 3:Representacdo esquematica do &cido ascorbico.
Adaptada de Odin et al. (1997).

Acredita-se que o acido ascorbico possa proteger o
organismo contra a acdo das ER de duas formas: diretamente,
eliminando os radicais hidroxila e o peréxido de hidrogénio antes
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gue iniciem a peroxidacgéao lipidica, e indiretamente, regenerando
a forma ativa da vitamina E e outros antioxidantes como o0s
flavondides e a GSH, para que estes exercam seu potencial
antioxidante (Jacob, 1998; Rique et al., 2002). A vitamina C
também pode quelar metais, impedindo que estesgeremER
(Halliwell e Guterridge, 1990), assim, prevenindo o dano
oxidativo a macromoléculas biolégicas como DNA, proteinas e
lipideos (Konopacka, 2004). Além disso, a vitamina C esta
presente em concentracdes elevadas em leucdcitos, sugerindo
um papel importante na inflamagéo e na protecdo contra danos
oxidativos (Calder et al., 2011).

Esta vitamina também possui atividade genoprotetora, cujo
mecanismo pode estar ligado a capacidade do composto de
competir com o DNA como um alvo de alquilagéo, reduzindo a
genotoxicidade de agentes alquilantes (Vijayalaxmi e Venu,
1999). Estudos recentes indicam que a vitamina C € um
antioxidante, que regula a expressdo de alguns genes que
participam nos processos de apoptose (Sakagami et al., 2000;
Konopacka, 2004) ou no reparo do DNA (Cooke et al., 2003;
Konopacka, 2004).

1.6.3 Rutina

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada,
mas, incontestavelmente, os flavondides constituem o grupo
mais representativo dentre esses (Rice-Evans, 2001). Os
flavonéides sdo polifenois importantes que ocorrem naturalmente
em alimentos que sdo consumidos diariamente, incluindo frutas,
vegetais, nozes, sementes, chas e vinhos (Licodiedoff et al.,
2013). Sao metabolitos secundarios de plantas e podem ser
divididos em seis classes principais: flavanol, flavona, flavonol,
flavanona, isoflavona e antocianidina (Manach et al., 2004; Yao,
2004). De forma geral, os flavonoides apresentam uma estrutura
comum caracterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e um
heterociclo oxigenado (C) (Figura 4). As trés primeiras classes
acima citadas sdo comumente encontrados em frutas citricas
(Calabro et al., 2004; Di Majo et al., 2005) e diferem umas das
outras por causa dos grupos hidroxila (posicdo 3) e carbonila
(posicéo 4) no anel C.
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Figura 4:Estrutura geral dos flavonéides. Adaptada de
Licodiedoff et al. (2013).

Os flavondides podem prevenir lesdes causadas por
radicais livres de varias maneiras. Uma maneira é o sequestro
direto dos RL. Os flavondides sao oxidados por estes radicais,
resultando em uma maior estabilidade, tornando o radical menos
reativo. Deste modo, os flavondides, sequestram os radicais
livres bloqueando as reacdes radicalares em cadeia através da
doacdo de atomos de hidrogénio, podendo atuar em ambos 0s
compartimentos celulares lipofilicos e hidrofilicos (Decker, 1997).
Alguns flavondides podem eliminar diretamente superoxidos,
enquanto outros podem eliminar o oxigénio altamente reativo
derivado do radical chamado peroxinitrito (Nijveldt et al., 2001).
Assim, esses compostos de consideravel importancia na dieta
podem inibir o processo de peroxidacdo lipidica e com isso
ajudar na prevencdo de doencas oriundas desse tipo de
processo (Halliwell et al., 1995).

A rutina (5,7,3",4’,-OH,3 rutinose) € um glicosideo de
quercetina (3,5,7,3’,4’,-OH), que tem o C5-OH protegido por uma
molécula de carboidrato rutinosideo e pertence a classe flavona
dos flavonéides. Ela est4 presente em frutas e vegetais, sendo
também conhecida como vitamina P (Santos et al., 2011;
Huvaere et al., 2012; Kurzawa-Zegota et al., 2012). O
metabolismo da rutina ocorre no interior do intestino pela
microflora, que resulta na formagcdo da forma aglicona
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(quercetina), que é responsavel pela atividade antioxidante da
rutina in vivo (Figura 5) (Arjumand et al., 2011).

OH ¢

¥ . OH 2

z 4
]

HO 7 . g 0 2 T [ HO 7~ 0 2 1
B £

d gr 10 3 CH ° g (e O
OoH O OH © ruti

Quercetina Rutina

Figura 5:Estruturas quimica da quercetina e rutina. Adaptada de
Velloso et al. (2009) e Mahmoud et al. (2012).

A rutina vem sendo considerada um potente antioxidante
devido a sua capacidade de transferir elétrons, sequestrar
radicais livres como o superéxido e radical hidroxila, limitar a
peroxidacdo de lipideos (Cotelle, 2001), quelar ions metdlicos,
tais como cétions ferrosos, envolvidos na reacdo de Fenton
(Ferrali et al., 1997; Lépez-Revuelta et al., 2006; Arjumand et al.,
2011) e ativar enzimas antioxidantes (Elliott et al., 1992; Rice-
Evans, 2001; Mahmoud et al., 2012) auxiliando assim,na
protecdo contra 0 estresse oxidativo (Kurzawa-Zegota et al.,
2012).

Devido a isso, este composto tem sido extensivamente
estudado e é conhecido por exibir mdltiplas atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade antibacteriana e antiviral
(Panasiak et al.,, 1989), antiprotozoarios (lwu et al.,, 1986),
antitumoral (Deschner et al., 1991), antialérgica (Chen et al.,
2000), anti-inflamatoria (Aleksandrov et al., 1986) e antiagregante
plaguetario (Sheu et al.,, 2004). Além disso, propriedades
antidiarreicas (Di Carlo et al., 1993), antitlcera (La Casa et al.,
2000), hepatoprotetora (Janbaz et al., 2002), antiespasmaddica
(Mata et al., 1997), antimutagénica (Bear et al., 2000),
hipolipidémica (Park et al., 2002), vasodilatadora (Chung et al.,
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1993),imunomoduladora (Chen et al.,, 2000) e neuroprotetora
(Youdim et al., 2004; Fernandez et al., 2006; Khan et al., 2009)
também tém sido relatadas. Sendo, estas atividades benéficas
explicadas, em parte, pela atividade antioxidante da rutina
(Cotelle, 2001; Kamalakkannan e Prince, 2006; Yang et al.,
2008).

Estima-se que o valor médio diario de ingestdo de
flavondides seja de 23 mg/dia e sua excregdo ocorre
primordialmente pela urina, dada sua solubilidade em &gua
(Halliwell, 2008; Halliwell 2009). Embora este flavondide seja
amplamente utilizado no tratamento de diversas doengas como
as acima mencionadas, a dose diaria recomendada de rutina
ainda néo foi estabelecida (Kreft et al., 1999).

Deste modo, no presente estudo os sucos de acerola
foram examinados em relagdo ao seu potencial antioxidante em
diferentes estagios de maturacdo. A dieta CAF foi utilizada para
induzir a obesidade em camundongos e o disturbio metabdlico
resultante foi posteriormente caracterizado por meio do teste de
tolerancia oral a glicose.

Com o intuito de entender melhor a relacdo entre o
estresse oxidativo, concentracdo elementar e o dano a
macromoléculas, como lipideos, proteinas e o material genético
na obesidade, a atividade antioxidante e antigenotéxica da
suplementacao alimentar com sucos de acerola (verde, madura e
industrial) foi também examinada. Além disso, também foram
investigadas a rutina e a vitamina C isoladamente, com o objetivo
de elucidar seus mecanismos de protecao.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da dieta cafeteria e quimioprotetores dos
sucos de acerola (Malpighia emarginata DC.) frente a parametros
bioquimicos e genéticos.

2.1.1 Objetivos Especificos

- Indentificar e quantificar o acido ascoérbico a rutina e a
quercetina nos sucos da fruta acerola imatura, madura e
industrial pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE);

- Quantificar o teor de flavondides, fendis e taninos totais
nos sucos da fruta acerola imatura, madura e industrial por
espectrofotometria;

- Investigar se o consumo dos sucos de Malpighia
emarginataDC., bem como os compostos isolados, vitamina C e
rutina revertem os parametros fisiolégicos provocados pela dieta
cafeteria em camundongos, através da investigacdo do peso
corporal e alteragbes nos niveis plasméaticos de glicose e
proteina sérica total.

- Analisar se a dieta cafeteria altera parametros de
genotoxicidade em sangue periférico, rins, figado e cérebro de
camundongos, através da determinacdo do dano em DNA pelo
Ensaio Cometa e medula éssea pelo Teste de Microndcleos, e se
0 consumo dos sucos de Malpighia emarginata DC., bem como
0s compostos isolados vitamina C e rutina, previnem essas
alteracOes.

- Estudar se a dieta cafeteria altera parametros de estresse
oxidativo em cérebro, figado e rins de camundongos, através da
determinacdo do dano oxidativo lipidico (niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico) e proteico (grupamentos
sulfidrila) e se o consumo dos sucos de Malpighia emarginata
DC., bem como os compostos isolados vitamina C e rutina,
previnem essas alteracoes;

- Averiguar se a dieta cafeteria altera parametros dos
elementos minerais em rins e figado de camundongos através da
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técnica de inducdo de raios X por particulas (PIXE) e se o
consumo do suco de Malpighia emarginata DC.,bem como os
compostos isolados vitamina C e rutina,protegem contra essas
alteracgoes.
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3MATERIAL E METODOS
3.1 AGENTES QUIMICOS

As frutas de acerola (Malpighia emarginata DC.) verdes e
maduras utilizadas nesta pesquisa foram obtidas da Fazenda
Nutrilite (Ceara, Brasil). O suco industrial concentrado de acerola
foi adquirido do fabricante Da Fruta® (Pernambuco, Brasil).
Acerolas verdes e maduras congeladas foram recebidas do
produtor em embalagens de 1,5 Kg, armazenadas em pacotes
contendo 50 g e mantidas a - 20 °C até os experimentos (um
anico lote). As acerolas foram descongeladas, processadas em
uma centrifuga de alimentos para a obtencé@o dos sucos e entédo
administradas diretamente nos animais por via oral, sendo este
procedimento executado diariamente de acordo com o protocolo
experimental. O suco industrial de acerola foi mantido & - 4°C. O
acido L-ascorbico (NUmero de Registro de Servico Quimico 50-
81-7) e a rutina hidratada (Numero de Registro de Servico
Quimico 207671-50-9) foram comprados da Sigma-Aldrich (Porto
Alegre, Brasil). A fim de obterem-se as doses finais desejadas, a
vitamina C e a rutina foram diluidas diariamente em agua
destilada e em seguida administradas aos animais por via oral.
As dilui¢cdes foram realizadas com o minimo de incidéncia de luz.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 42 camundongos Swiss machos albinos
saudaveis, com peso corporal médio de 25 + 0,5 g e 5-6
semanas de idade, obtidos do Biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC, Brasil). O protocolo
experimental deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UNESC, Brasil (Anexo A - n°
registro 130/2011). Os procedimentos envolvendo os animais e
seus cuidados estdo de acordo com as leis e diretrizes nacionais
e internacionais em Pesquisas Biomédicas. Os camundongos
foram randomizados por peso e alojados em caixas de polietileno
(6 animais por caixa) sob temperatura ambiente padréo (22 + 2
°C), umidade (55 + 10%), e mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas. Medidas vigorosas foram tomadas de modo a assegurar o
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minimo de desconforto e sofrimento para os animais. Além disso,
utilizou-se o numero minimo de animais necessarios para
produzir dados cientificos confiaveis.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram aclimatizados por uma semana antes do
inicio do experimento. Estes foram entdo divididos em dois
grupos, um grupo controle de 6 animais alimentados com a dieta
padrédo (DP) e um grupo suplementado com CAF de 36 animais.
Ambos os grupos foram mantidos nas suas respectivas dietas
durante 13 semanas. Apés este periodo, os animais do grupo
CAF foram divididos em seis diferentes subgrupos (6
animais/grupo), que foram submetidos a um tratamento de 0,1
mL/10g/dia dos seguintes nutracéuticos: (1) 4gua (grupo CAF +
agua destilada); (2) suco de acerola verde (grupo CAF + verde);
(3) suco de acerola madura (grupo CAF + madura); e (4) suco de
acerola industrial (grupo CAF + industrial). O subgrupo (5) foi
submetido a uma suplementacdo sintética de 1 mg/kg/dia de
vitamina C (grupo CAF + vitamina C); enquanto o subgrupo (6)
foi submetido a uma administracdo de 200 mg/kg/dia de rutina
(grupo CAF + rutina). Doses administradas de vitamina C e rutina
foram selecionadas de acordo com La Casa et al. (2000) e
Franke et al. (2005) , respectivamente (Figura 6). A escolha dos
principios ativos, vitamina C e rutina, para tratar os animais foi
devido a grande presenca destes antioxidantes nos sucos de
acerola avaliados inicialmente pela técnica de cromatrogafia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os animais foram pesados semanalmente, e a ingestao
alimentar foi registrada diariamente. Apés 30 dias de tratamentos
com os diferentes sucos de acerola ou compostos sintéticos, as 9
horas do dUltimo dia experimental, os camundongos foram
tratados com a Ultima dose de seus respectivos tratamentos
alimentares e o fornecimento das dietas foi renovado. A noite os
alimentos foram retirados e depois de 8h em jejum, os animais
foram eutanasiados por decapitagdo. Posteriormente, amostras
de sangue e tecidos, como cérebro (cotex total), rim, figado e
medula 6ssea foram coletadas para andlise de dano em DNA. A
avaliacdo do dano oxidativo lipidico e proteico foi realizada em
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cérebro, figado e rins, enquanto a determinacao da composi¢éo
elementar mineral foi feita nos rins e figado dos mesmos animais.
Assim, todo o experimento foi realizado durante 17 semanas
(Figura 6).

Grupos
1| Dieta padréo (DP) [ DP + Agua
2 | Dieta cafeteria (CAF) [ CAF + Agua
3 | Dieta cafeteria (CAF) | CAF + Suco de acerola verde
4 | Dieta cafeteria (CAF) | CAF + Suco de acerola madura
5 | Dieta cafeteria (CAF) [ CAF + Suco de acerola industrial
6 | Dieta cafeteria (CAF) | CAF + Vitamina C
7 | Dieta cafeteria (CAF) | CAF + Rutina
| e e
13 semanas 4 semanas

Figura 6: Desenho experimental dos animais. Adaptado de Terra
etal. (2011).

3.4 DIETA EXPERIMENTAL

A dieta palatavel CAF de alto teor cal6rico e lipidico foi
escolhida devido & sua semelhanca com os padres modernos
de consumo alimentar humano e devido a sua trajetéria de
sucesso na inducdo de obesidade em animais saudaveis
(Estadella et al., 2004; Kumar et al., 2011). A dieta CAF foi
adaptada a partir de uma dieta previamente descrita por Shafat
et al. (2009) e composta de alimentos como waffer e bolachas de
chocolate, marshmallow, mortadela, salsichas, salgadinhos de
queijo, bacon e Doritos®, pacoca de amendoim, geléia de
mocoto, refrigerante de guarana e de cola. O fornecimento de
alimentos de ambas as dietas, DP e CAF foi renovado
diariamente. Os animais que receberam a dieta CAF também
tiveram acesso a DP e &gua (menus semanais estao
apresentados na Tabela 1).
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Tabela 1. Cardapio semanal dos animais alimentados com dieta
cafeteria.

Dias da Semana Alimentos

Segunda-feira Mortadela, marshmallow, salgadinho
de queijo, waffer de chocolate, racéo
Nuvilab®, 4gua e refrigerante de cola
Terca-feira Biscoito de chocolate, Doritos®, racéo
Nuvilab®, ~ salsicha, 4gua e
refrigerante de guarana
Quarta-feira Pacoca de amendoim, racdo
Nuvilab®, mortadela, salgadinho de
gueijo, agua e refrigerante de cola
Quinta-feira Mortadela, waffer de chocolate,
geleia de mocot6, Doritos®, racéo
Nuvilab®, &gua e refrigerante de

guarana
Sexta-feira, sabado e Biscoito de chocolate, racao
domingo Nuvilab®, salsicha, salgadinho de

bacon, marshmallow, agua e
refrigerante de cola

Conforme as informacBes fornecidas pelo fabricante
(Nuvilab CR-1, NUVITAL®, Curitiba, PR, Brasil), a DP forneceu
2.93 kcal/g. Segundo os célculos baseados nas informacdes
fornecidas pelos fabricantes nos rétulos das embalagens dos
alimentos industrializados, a dieta CAF forneceu 4.12 kcal/g. Os
constituintes de cada dieta estéo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Composi¢do de micronutrientes das dietas

Dieta Padrao Dieta Cafeteria
(2.93 Kcallg) (4.12 Kcallg)
g/100 g Kcal/100g g/100g Kcal/100g
Proteinas 22 88 7.67 30.68
Carboidratos 53 212 41.97 167.88
Gorduras 4 36 23.76 213.84

Saturadas

3.5 DETERMINACAO DA VITAMINA C, RUTINA E
QUERCETINA NA ACEROLA PELA CROMATROGAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) COM DETECCAO
uv

3.5.1 Cromatrogafia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Na CLAE a identificacdo dos picos das amostras foi
efetuada através da comparacédo dos tempos de retencdo com
aqueles dos padrdes. A quantificacao foi obtida pelo uso de um
padrao externo, medindo as areas dos picos e comparando-as
com a concentracao relevante na curva de calibragdo. As curvas
foram realizadas em triplicata e a média da curva foi obtida. As
curvas dos padrdes foram construidas plotando as areas dos
picos versus as concentracdes empregadas. Foram utilizados
cinco pontos cujas concentragdes variaram de 208 ug a 5200
Mg/mL para o acido ascorbico e 4,2 ug a 2100 yg/mL para rutina
e quercetina. As linearidades das curvas foram calculadas e o
coeficiente de correlagédo foi de 0,9998, 0,9907 e 0,9942 para o
acido ascorbico, rutina e quercetina, respectivamente. O limite de
deteccdao foi calculado como a relagéo de 3,3 vezes a razao entre
0 desvio padrdo do y-intercepto e a inclinacdo da linha de melhor
ajustamento da curva de concentracdo menor e o limite de
quantificacdo como 10 vezes essa proporcao. A percentagem de
cada analito na amostra foi calculada de acordo com a equacéao
obtida pela curva de -calibragdo. A Figura 7 mostra os
cromatogramas de determinacgao de acido ascérbico, rutina (1) e
quercetina (2) nos sucos de acerola verde (A), madura (B) e suco
industrial (C).
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Figura 7:Cromatogramas de determinacdo de acido ascérbico,
rutina (1), quercetina (2) nos sucos de acerola verde (A), madura
(B) e industrial (C).

3.5.2 Condi¢Bes da Cromatografia

A andlise cromatografica foi realizada por CLAE de fase-
reversa com um Mdodulo de Separacdo Waters Alliance 2695
equipado com uma bomba quaterndria de mistura de baixa
pressao e linha de desgaseificagdo a vacuo, controlado por um
médulo de interface IEEE-488, um injetor automatico e um
Detector UV dual Waters 2487 com comprimento de onda de
190nm - 700nm. Foi empregada uma coluna de fase reversa
Waters Spherisorb ODS2 (250 x 4,6 mm) empacotada com
particulas de didmetro de 5 um. A fase mével foi filtrada através
de um filtro de membrana de 0,45 um. Em seguida foi purgada
por ultrassom antes do uso em RP-CLAE. As amostras de acido
ascorbico, rutina e quercetina foram usadas como padrao
externo. A determinacdo quantitativa do &cido ascorbico foi
realizada a 254 nm e a determinacdo dos flavonoides a 375 nm.
O volume de injecéo foi de 20 uL. Os picos cromatograficos dos
analitos foram confirmados por comparagdo do seu tempo de
retencado com os dos padrbes de referéncia. Todas as operacdes
cromatogréficas foram realizadas em triplicata a temperatura
ambiente. Os resultados foram expressos em mg/100g de
acerola.
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3.5.3 Preparacédo da solugéo padrao de acido ascdrbico

A solucao padrao de acido ascorbico foi preparada com 52
mg de &cido ascorbico em 10 mL de fase mével em baldes
volumétricos. Aliquotas desta solucdo foram diluidas em fase
movel para obter concentracfes correspondentes de 208, 520,
1040, 2080 pg/mL. Os balbes volumétricos contendo cada
solugcdo padrdo foram sonicados por 10 minutos. A seguir, a
solugdo padréo foi filtrada com 0.45 pm através de um filtro de
membrana (Sartorius®) e injetada no RP- CLAE. A fase movel foi
metanol (A) e metanol:acido acético 0,5% (B) (1:99 v/v). A taxa
de fluxo foi de 0,8 mL/min. O sistema de gradiente consistiu em
(min/%B): 0/80, 10/50, 11/80, 15/80. O tempo de execucao foi de
15 minutos, com intervalo de 1 minuto entre cada execucao.
Nessas condicbes de andlise o tempo de retencdo do &cido
ascorbico foi determinado em 3,8 minutos.

3.5.4 Preparacao da solucdo padréo de rutina e quercetina

As solugcBes dos padrdes de rutina e quercetina foram
preparadas a partir de 21 mg de cada padrdo em balédo
volumétrico de 100 mL e dissolu¢cdo em 50 mL de metanol e 50
mL de fase mével B. Para preparar 0,21 mg/mL de solucdo
padrdo, aliquotas dessa solucdo foram diluidas em fase movel
obtendo as concentragbes correspondentes de 4,2, 8,4, 12,6, e
21,0 pg/mL. O baldo volumétrico contendo a solu¢édo padréo foi
mantido em sonicacdo por 10 minutos. Em seguida, as amostras
da solucéo foram filtradas com 0,45 um através de um filtro de
membrana (Sartorius®). O filtrado foi injetado diretamente no
sistema CLAE. A fase movel usada foi: (A) metanol (MeOH); e
(B) 0,5% de acido fosférico (H3PO4) e 5% MeOH em fluxo total
de 0,8 ml/min. O sistema de gradiente consistiu de (min/%B):
0/80, 40/0, 41/80, 47/80, com . O resultado obtido mostrou um
tempo de retencdo de 17,5 e 22,0 min para a rutina e quercetina,
respectivamente.
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3.5.5 Preparacdo da solucdo de amostra dos sucos de
acerola verde, maduro e industrial

Trés miligramas de amostra liofilizada foram pesadas e 1
mL de H,0 foi adicionado e submetido a agitacdo por vortice.
Depois, a amostra foi centrifugada por 5 min em temperatura
ambiente a 1.000 rpm. Em seguida, a solugdo da amostra foi
filtrada com um filtro de membrana 0,45 um. Uma aliquota de 20
uL do sobrenadante foi injetada no sistema CLAE.

3.6 DETERMINAGAO DO TEOR DE FLAVONOIDES,
FENOLICOS E TANINOS TOTAIS

3.6.1 Determinacéo do conteudo de flavonodides totais

O contetdo de flavonodides totais foi determinado atraves
do método calorimétrico usando cloreto de aluminio (Woisky e
Salatino, 1998). Resumidamente, preparou-se uma série de
diluicbes de quercetina, para preparar uma curva de calibracéo.
O conteldo de flavondides foi determinado dissolvendo-se 50 mg
de cada amostra em agua e posterior diluicdo com etanol em um
baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, 1 mL de solucdo de
cloreto de aluminio 2,5% foi adicionada a 2,0 mL de solugéo
estoque em um baldo volumétrico de 25 mL. O volume final foi
ajustado com etanol. Depois de 30 min, foram realizadas leituras
a 425 nm em um espectrofotbmetro Shimadzu, para cada
solucdo. As andlises foram realizadas em triplicata (n = 3) e 0
conteudo total de flavonoides nos extratos foi expresso como
equivalentes de quercetina (EQ) em mg/g do extrato.

3.6.2 Determinacédo do contetudo de fendlicos totais

Os compostos fenodlicos foram quantificados de acordo
com o método de Folin-Ciocalteu, descrito na Farmacopeia
Britanica (2007). Resumidamente, 100 mg de cada extrato foram
dissolvidos em agua e diluidos em um baldo volumétrico de 50
mL. As amostras foram, em seguida, filtradas através de um filtro
de papel Whatman 9 cm. Depois, 5,0 mL deste filtrado foram
adicionadas a 25 mL de agua. Apés, 2,0 mL desta solugéo foram
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misturadas com 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 10,0 mL
de agua, diluicdo para 25,0 mL com solu¢do de carbonato de
sédio 15%. Depois de 30 min, mediu-se a absorbancia em 760
nm. As determinacdes foram realizadas em triplicata (n=3) e o
conteldo de fendlicos totais foi calculado seguindo a formula a
seguir e expressa em equivalentes ao pirogalol (mg EP/g) |

mg EP/g = 62,5 x A1 x m2
A2 xml
onde:
Al = absorvancia da solugéo testada
m1 = massa do extrato utilizado
A2 = absorvancia do piragolol
m2 = massa do pirogalol

3.6.3 Determinacdo do conteudo de taninos totais

Os taninos foram quantificados de acordo com o método
de Folin-Ciocalteu, descrito na Farmacopeia Britanica (2007).
Assim, 10g de caseina foram adicionados a 10 mL do filtrado e
agitou-se vigorosamente por 60 min. As amostras foram, em
seguida, filtradas através de um filtro de papel Whatman 9 cm e
centrifugadas por 8 min a 30000 rpm. Cinco mL do filtrado foram
diluidos em 25,0 mL de agua. Em seguida, 2,0 mL desta solucéo
foram misturadas com 1,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e
10,0 mL de &gua, diluicdo para 25,0 mL com solucao de
carbonato de sédio 15%. Depois de 30 min, mediu-se a
absorbéncia em 760 nm. A quantidade de taninos corresponde a
diferenca entre o valor encontrado nesta Ultima andlise, e o
resultado obtido por medicdo de fendis totais. As determinacdes
foram realizadas em triplicata (n=3) e o contetdo de taninos
totais foi calculado seguindo a férmula a seguir e expressa em
equivalentes ao pirogalol (mg EP/qg) |
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mg EP/g = 62,5 x (A1 — A3) x m2 x 10
A2 x ml

onde:

Al = absorvancia obtida no doseamento de fendlicos
totais

m1l = massa do extrato utilizado

A2 = absorvancia do pirogalol

m2 = massa da solugdo utilizada do pirogalol

A3 = absorvancia da solucdo apoés caseina

3.7 ENSAIO ESPECTROFOTOMETRICO DO RADICAL 2,2-
DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH)

A capacidade de inibicdo dos radicais livres DPPH pelos
extratos de acerola foram mensuradas usando o método descrito
por Mensor et al. (2001), em que a amostra e solu¢des estoque
(1,0 mg/mL) foram diluidas até a concentracdo final em etanol.
As doses foram determinadas por um pré-teste inicial usando o
intervalo de 10-1000 pg/mL. Um mL de uma solu¢do de metanol
de DPPH 0,3 mM foi adicionado a 2,5 mL de solu¢gbes amostrais
com diferentes concentracdes, e deixou-se reagir a temperatura
ambiente. Metanol (3,5 mL) foi usado como um controle branco.
A solugédo de DPPH (1,0 mL; 0,3 mM) adicionada a metanol (2,5
mL) foi usada como um controle negativo. A vitamina C foi
utilizada como um controle positivo. Depois de 30 min, os valores
de absorbéncia foram mensurados a 518 nm usando um
espectrofotbmetro Shimadzu modelo UV-1602PC (Kyoto, Japan).
O experimento foi conduzido em ftriplicata. A atividade
antioxidante (AA) foi expressa como Clsg (concentracéo inibidora
em pg/mL de amostras ou controle positivo necessario para
reduzir a absorbancia do DPPH em 50% comparado com o
controle negativo). Os valores de Clg, foram calculados por
regressdo linear de parcelas onde a abscissa representa a
concentracdo dos extratos de acerola testados e o porcentual
médio da atividade antioxidante de trés testes separados. Os
resultados também foram expressos em CAAE (capacidade
antioxidante do acido ascorbico equivalente) em gramas e
calculados da seguinte forma: CAAE (mg AA/g) = Clso(AA) / Clsg
(amostra) x 1 g.
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3.8 CONSUMO ALIMENTAR, EFICIENCIA ENERGETICA E
GANHO DE PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados semanalmente ao longo de
todo o experimento (17 semanas). O consumo alimentar foi
calculado diariamente, pela pesagem da quantidade total de
alimentos (g) fornecida aos animais e subtraindo a comida
remanescente (g) na gaiola no final do periodo de 24 horas. Com
base na ingestdo de alimentos e na quantidade correspondente
de energia os seguintes parametros foram calculados: Consumo
total energético (kcal/dia) = média do consumo alimentar/calorias
da dieta por dia e Eficiéncia energética (g/kcal) = média do ganho
de peso corporal/média do consumo energético (Diniz et al.,
2004; Diniz et al., 2005).

3.9 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

Trés dias antes da eutanasia, os animais foram submetidos
a um teste oral de tolerancia a glicose (OGTT). Oito horas antes
do teste, todo o alimento foi retirado dos animais. No inicio do
ensaio, os animais foram contidos para obter uma amostra de
sangue basal a partr da veia caudal superficial.
Subsequentemente, uma solucdo de glicose (60 g/100 mL de
agua destilada) foi administrada oralmente por gavagem (0,1
mL/10 g de peso corporal). Posteriormente, amostras de sangue
foram coletadas repetidamente em 15, 30, 60 e 120 minutos para
mensuracdo dos niveis de concentracdo de glicose, através de
um glicosimetro.

3.10 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas,
conforme descrito por Singh et al. (1988), com algumas
modificacdes sugeridas por Tice et al. (2000). O sangue
periférico foi coletado em microtubos heparinizados e
refrigerados, e as amostras de cérebro, figado e rim foram
dissecadas e imersas em tampéo fosfato (PBS) refrigerado. Em
seguida elas foram individualmente rasgadas com uma pinca e
apos homogenizadas com o auxilio de uma seringa, através do
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movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspenséao celular.
As células do sangue (aliquotas de 5 L) e as células obtidas da
homogeneizacdo de tecidos (aliquotas de 20 uL) foram
embebidas em agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95
ML ou 80 L, respectivamente) e a mistura foi adicionada a uma
lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%, w/v) e cobertas com uma laminula (duas
[aminas por individuo). As laminas foram brevemente mantidas
por 5 minutos a 4°C para solidificar a agarose e as laminulas
foram cuidadosamente removidas. Em seguida, as laminas foram
imersas na solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora de 1% de Triton X — 100
e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora. Apds
este periodo, as laminas foram incubadas em tampao alcalino
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) durante 20 min para o
desenovelamento do DNA, e a eletroforese foi feita no mesmo
tamp&o. A eletroforese foi realizada durante 15 min a 300 mA e
25 V (0,7 V/cm). Todas estas etapas foram realizadas sob luz
indireta fraca amarela. Apds a eletroforese, as laminas foram
neutralizadas em 400 mM Tris (pH 7,5) por 15 min e, ao final, o
DNA foi corado com 10 mg/mL de solucéo de brometo de etidio
(Sigma Brasil, 1239-45-8) para posterior analise em microscoépio
de fluorescéncia com aumento de 400x. Foi realizada avaliacéo
de 100 células por individuo e por tecido (50 células em cada
l&mina duplicada). Tais células sé@o avaliadas visualmente, sendo
classificadas em cinco classes que variam de 0 a 4 de acordo
com o tamanho da cauda, sendo zero para auséncia de cauda e
4 para o comprimento maximo de cauda (Collins et al., 1997).
Desta forma, obtem-se um indice de Danos (ID) para cada grupo
variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas
completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células
observadas com dano méximo). Calcula-se a frequéncia de
danos (FD em %) em cada amostra com base no numero de
células com cauda versus o numero de células sem cauda. As
diretrizes internacionais e recomendacdes para o ensaio do
cometa consideraram que o0 escore visual de cometas € um
método de avaliacdo bem validado. Ele tem uma alta correlacdo
com a andlise de imagem por computador (Collins et al., 1997).
Foram utilizados controles negativos e positivos (com perdxido
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de hidrogénio) para cada teste de eletroforese a fim de assegurar
a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram
codificadas para analise as cegas.

3.11 TESTE DE MICRONUCLEOS

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o
programa Gene-Tox da Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA
(Mavournin et al., 1990; Krishna e Hayashi, 2000). A medula
Ossea foi extraida a partir dos dois fémures e um esfregago foi
preparado diretamente na lamina com uma gota de soro bovino
fetal. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e
codificadas para analises as cegas. Como uma medida de
toxicidade na medula o6ssea, a relacdo entre eritrcitos
policrométicos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi
analisada em 200 eritrocitos/animal.

A incidéncia de micronicleos (MN) foi observada em 2000
EPCs e ENCs para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada
uma das duas laminas preparadas em duplicata), usando
microscopio oOptico de luz branca com ampliagdo de 1000x. O
ndmero médio de eritr6citos policromaticos micronucleados
(EPCMn) e eritrocitos normocromaticos  micronucleados
(ENCMN) individual foi utilizado como unidade experimental.

3.12 PORCENTAGEM DE REDUCAO

O potencial antigenotdxico e antimutagénico em relacdo ao
tratamento concomitante de dieta cafeteria e diferentes
tratamentos de acerola foi expresso conforme descrito por
Azevedo et al. (2003) e Gongalves et al. (2012) como
porcentagem de inibicdo de ID e EPCMn de acordo com a
expressao: (1%): percentagem de inibicdo = [média de danos em
CAF — média de danos em CAF + tratamento] / [média de danos
em CAF — média danos em DP] x 100.

3.13 PREPARAGCAO TECIDUAL PARA ANALISE BIOQUIMICA

No dia dos experimentos, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo, sem anestesia, e 0 cérebro foi rapidamente
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retirado e colocado sobre uma placa de Petri em meio a gelo. Os
bulbos olfativos, cerebelo e estriado foram descartados e o
cortex cerebral foi dissecadoa partir das estruturas subcorticais,
mantidos a - 80°C até o momento dos experimentos. No dia
experimental o cértex cerebral foi pesado e homogeneizado em
10 volumes (1:10, w/v) de tampéao de fosfato de sodio 20 mM, pH
7,4 contendo 140 mM de KCI. O mesmo foi feito para os demais
tecidos, figado e rim.Os homogenatos foram centrifugados a 750
X g por 10 min a 4°C para desprezar 0s nucleos e os fragmentos
celulares (Evelson et al., 2001). O sedimento foi descartado e o
sobrenadante, uma suspensdo de organelas misturadas e
preservadas, incluindo as mitocondrias, foi separado e aliquotas
foram feitas para mensurar os valores dos niveis de substancias
reativa ao acidotiobarbitirico (TBA-RS) e o0 conteddo de
sulfidrilas totais.A homogeneizacdo dos tecidos foram realizadas
no dia da realizacao dos experimentos.

3.13.1 Determinacdo dos Parametros do Estresse Oxidativo

As medidas de estresse oxidativo foram determinadas de
acordo com osseguintes métodos:

3.13.1.1 Medida de sulfidrilas totais

Este parametro foi realizado de acordo com o método de
Aksenov e Markesbery (2001). A oxidacdo dos tidis livres da
amostra leva a formacdo de pontes dissulfeto; o acido
ditionitrobenzéico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tidis
ndo oxidados, gerando um derivado amarelo chamado &cido
tionitrobenzéico (TNB), cuja  absorcao é medida
espectrofotometricamente a 412 nm. Com isso, 0 método
determina os tidis totais da amostra. O teor de sulfidrila ligada a
proteina é inversamente proporcional ao dano oxidativo das
proteinas. Os resultados foram expressos em nmol de TNB
formado por mg de proteina™.
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3.13.1.2 Medida dos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico

A dosagem de TBA-RS mede producdo de MDA, um
produto de lipoperoxidagdo causada principalmente por radicais
livres hidroxilas. A medida de niveis de TBA-RS foi realizada de
acordo com o método de Esterbauer e Cheeseman (1990). Acido
tricloroacético (TCA) 10% foi adicionado ao sobrenadante na
propor¢do 1:1 (v/v). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
tratado com &cido tiobarbittrico 0,67% na proporcdo de 1:1 (v/v).
A mistura foi levada a um banho fervente durante 25 min e, apés,
resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorbancia obtida
através da coloracdo résea resultante foi medida em
espectrofotbmetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma
curva de calibracdo com 1,1,3,3— tetrametoxipropano, na qual
todos os pontos foram tratados da mesma forma que as
amostras. Os resultados foram expressos como nmol de TBA-RS
por mg de protefna™.

3.13.1.3 Dosagem de proteinas

A gquantidade total de proteinas séricas foi determinada
usando a técnica descrita por Lowry et al. (1951), utilizando-se
curva padrdo de valores conhecidos. A curva de calibracéo foi
construida a partir de valores conhecidos de albumina sérica
bovina (SAB): 5, 10, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL de SAB
diluidos em agua milli-Q até o volume final de 1 mL. Para a
leitura das amostras, 5 UL de plasma foram diluidos em 995 uL
de 4gua milli-Q. Apos a diluigdo adicionou-se 1 mL do reagente
A (1 mL de CuSO4 1%, 1 mL de tartarato Na-K e 100 mL de
NaCO3; 2% em NaOH 0,1 N) e 100 uL de reagente B (agua e
reativo de Folin 2N diluidos 1:1) nas amostras de plasma e na
curva de calibracdo, enquanto as amostras eram agitadas em
vortex. Apos um repouso de 90 minutos as amostras foram
analisadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
700 nm.
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3.14 ANALISE ELEMENTAR ATRAVES DA EMISSAO DE
RAIOS-X INDUZIDA POR PARTICULAS (PIXE)

A composicdo elementar em rins e figado dos
camundongos alimentados com DP ou dieta CAF e
suplementados com os sucos de acerola (verde, madura ou
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta (vitamina C ou
rutina) foi analisada por Emissdo de Raios-X Induzida por
Particulas (PIXE) (Johansson et al., 1995). Esta técnica identifica
a composi¢cdo multi-elementar de uma amostra pelos raios-X
emitidos quando um feixe de prétons interage com os atomos
que constituem o material.

As amostras teciduais para as andlises de PIXE foram
homogeneizadas, secas em placas de Petri a 37°C por 72 horas.
Posteriormente, os residuos secos foram macerados e
prensados na forma de pastilhas espessas para medicdes de
PIXE. Para cada amostra de rim ou figado, trés medicdes
independentes foram realizadas.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Implantacao I6nica do Instituto de Fisica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. A principal instalacdo deste laboratério é
um acelerador de particulas a 3 MV Tandetron que fornece um
feixe de prétons a 2 MeV para medi¢des de PIXE. As amostras
foram acomodados em um suporte dentro da camara de reacao
(pressé@o de 10-6 mbar) e os raios-X foram detectados por um
detector de Si(Li) (Sirius 80 e2v, Instrumentos Cientificos) com
resolucdo de 150 eV em 5,9 keV. Todas as amostras foram
irradiadas durante 400 s, com uma corrente média de 3 nA.

As medicdes daEspectroscopia de retrodispersdo de
Rutherford (RBS) foram realizadas a fim de obter a massa
relativa de luz (matriz), elementos como carbono, nitrogénio e
oxigénio presente no padrdo de figado bovino (Material de
Referéncia Padrdo 1577b). Um feixe 1,2 MeV He + uma corrente
média entre 10 e 20 nA.cm™ foi empregado.

3.14.1 Anélise dos dados

Os espectros de PIXE foram analisados usando o software
GUPIXWIN (Campbell et al., 2000). Para ambos o0s experimentos
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PIXE e RBS um padrdo de figado bovino foi medido sob as
mesmas condicdes que as utilizadas para as analises das
amostras teciduais dos camundongos (rins e figado). Os dados
foram expressos como partes por milhdo (mg/kg). A analise do
RBS foi realizada com o cédigo SIMRA (Mayer, 1977).

3.15 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o software Bioestat
5.8.4. Os dados foram expressos em media + desvio padrdo. A
normalidade das variaveis foi avaliada usando o teste
Kolmogorov-Smirnov. O teste t de Student para amostras
independentes foi usado para comparar os grupos dieta padrao e
dieta cafeteria com distribuicdo normal. As andlises estatisticas
para a CAF em comparacdo com os diferentes tratamentos
associados a mesma foram realizadas utilizando-se a analise de
variancia de umavia (ANOVA). Quando ANOVA demonstrava
diferenca significativa (P<0,05), analises post hoc foram
realizadas com o teste de Tukey. O nivel critico para a rejei¢do
da hipotese nula foi considerado com um valor de P>0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISE PELA CLAE

Os resultados obtidos na andlise por CLAE mostraram que
0 suco de acerola verde apresentou maior nivel de vitamina C,
seguido pelo suco de acerola madura e menor concentragdo no
suco industrial. J& os conteddos de rutina e quercetina foram
mais elevados no suco de acerola madura, seguido pelos sucos
de acerola industrial e verde (Tabela 3).

Tabela 3. Analises quantitativas de &cido ascorbico, rutina e
quercetina em amostras de sucos de acerola liofilizados através
da CLAE.

Acido Quercetina
Amostra ascorbico? Rutina® @
Suco de acerola 4942,70 £ 73,67 4483 +
verde 11,52 0,43 0,16
Suco de acerola 3548,70 + 107,67 71,33
madura 22,15 0,93 0,96
Suco de acerola 2738,0 + 95,83 + 50,83 +
industrial 31,85 3,31 0,64

®Resultados em mg/100g de amostra.
4.2 ANALISES FITOQUIMICAS

A analise quantitativa do conteludo total de flavondides,
compostos fendlicos e taninos em amostras de suco de acerola
mostrou que o suco industrial continha niveis mais elevados de
substancias fendlicas em relagdo ao suco de acerola verde e
madura. O suco verde por usa vez apresentou niveis maiores de
flavonéides e compostos fendlicos em relacdo ao suco da fruta
madura. Altas concentracdes de taninos também foram
encontradas no suco de acerola madura (Tabela 4).
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Tabela 4.Andlise fitoquimica das amostras de suco de acerola
liofilizado.

Amostra Flavonéides®  Fendis® Taninos”
sgr%%de acerola () 696+0,02 20,33+0,12 0,31+ 0,07
Suco deacerola 00864001  19,00£010 064+0,17
;‘éﬁ%g;ﬁcero'a 0,164+0,02 22,42+0,05 3,22+0,09

®Flavonoides totais (em mg) equivalente a quercetina por 100 g
de extrato

®Compostos Fendlicos totais (em mg) equivalente a pirogalol por
100 g de extrato

4.3 ENSAIO DE DPPH

A capacidade dos trés tipos de sucos de acerola para
eliminar o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi
avaliada utilizando o ensaio de DPPH. O acido ascorbico, a
quercetina e a rutina foram utilizados como controles positivos.
Os valores de Clsg para os extratos de acerola e os padrdes
estdo apresentados na Tabela 5. O potencial antioxidante do
suco de acerola verde foi maior em relacdo ao suco de acerola
madura e industrial. Isso significa que, o volume necessario para
captar o radical livre DPPH é menor para o suco verde (Clsg =
34,53 £ 1,15 ug/mL) comparado ao suco da fruta madura (Clsg =
64,57 + 2,72 ug/mL) e suco industrial (Clsg = 77,96 = 2,02
ug/mL).
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Tabela 5.0s valores de Clg, obtidos a partir do ensaio DPPH.
Valores da CAEA (capacidade antioxidante equivalente ao acido
ascorbico) de amostras de sucos de acerola verde, madura, e
industrial e contelidos de acido ascoérhico, quercetina e rutina.

Amostras ICs0 (Ug/mL)? CAEA (ug/g)
Acido ascérbico 14,23 +0,12 1,00
Quercetina 19,06 + 0,69 1,34
Rutina 22,62 +1,00 1,59
Suco de acerola verde 34,53 +1,15 2,43
Suco de acerola madura 64,57 £ 2,72 4,54
Suco de acerola Industrial 77,96 + 2,02 5,48

®Valores médios * desvio padrdo de ICsy (10-100 pg/mL).
Resultados estdo baseados sob valores mensurados apés 20
min. Amostras de acido ascoérbico, quercetina e rutina foram
utilizados como controles positivos.

4.4 CONSUMO ALIMENTAR E GANHO DE PESO CORPORAL
(GPC) EM CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM AS
DIETAS EXPERIMENTAIS

Este estudo comparou os possiveis efeitos benéficos dos
diferentes tratamentos com sucos de acerola ou compostos
ativos da fruta acerola sobre a quantidade de GPC, consumo
alimentar e eficiéncia alimentar em camundongos alimentados
com a dieta CAF (Tabela 6). Durante os quatros meses
experimentais, ndo foi possivel observar nenhuma diferenca
estatistica no GPC entre os grupos CAF e DP. O mesmo
fendbmeno foi observado nos subgrupos da dieta CAF submetidos
a diferentes nutracéuticos alimentares. Além disso, a ingestao de
alimentos (g) e de consumo de energia (kcal) foram maiores no
grupo DP em comparacdo com todos os grupos da dieta CAF
(P<0,001), durante todo o periodo experimental. Por outro lado, a
eficiéncia energética (GPClg/kcal consumido) foi
significativamente maior no grupo CAF em relagdo ao grupo DP
ao longo de todo o periodo de tratamento (P<0,001). No entanto,
entre os subgrupos da dieta CAF tratados com nutracéuticos nao
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houve diferenca significativa deste parametro em relacdo ao
grupo CAF.

Neste estudo também foi verificadoo indice de adiposidade
(IA) e a area, didmetro e perimetro do adip6cito em todos os
grupos experimentais. O grupo CAF apresentou IA e o0s
parametros dos adipécitos estatisticamente mais elevados
quando comparado ao grupo DP (P<0,001; P<0,01,
respectivamente). Quandocomparou-se os diferentes subgrupos
da CAF com o grupo CAF, todos os tratamentos diminuiram
significativamente o I|A (P<0,05), enquanto que nenhum
tratamento foi efetivo na reducdo do tamanho dos adipécitos
(dados ndo demonstrados.
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Tabela 6. Consumo alimentar e ganho de peso corporal (GPC) em camundongos alimentados com DP
ou CAF.

Parametros Grupos
CAF
. . Sucode Sucode Sucode . .
N . Dieta Dieta Vitamin .
[o]
1° més de dieta Padrio Cafeteria acerola acerola _acerol_a ac Rutina
verde madura  industrial

L 25,05 + 24,54 + 23,74 24,14 + 2438+ 2469+ 2373+

Peso corporalinicial (9) ' 73 1,44 1,86 1,95 1,77 2,21 1,42
. 34,74 + 34,08 + 34,78 £ 34,59 + 33,70+ 34,48+ 33,72%

Peso corporal final (g) 1,65 2,37 2,48 2,80 2,94 2,91 2,66
Ganho de peso 9,69 9,55 + 11,03 + 10,45 + 9,33+ 9,80 9,99 +

corporal (g/semana) 2,41 2,16 2,72 2,28 2,58 2,45 2,26
Consumo alimentar 73,88 £ 23,38 £ 24,67 25,07 + 2483+ 25,02+ 2324+

(g/dia/camundongo) 8,372 4,26 3,59 4,34 2,87 4,63 4,80
Consumo energético 110,57+ 36,86 + 35,95+ 38,52 + 37,16+ 39,06+ 3354+

(kcal/dia/lcamundongo)  11,56° 3,81 3,48 3,78 3,40 4,77 7,19
Eficiéncia alimentar 0,44 + 1,40 + 1,31+ 1,30 £ 1,27 + 1,32 + 1,39 +

(9/9) 0,08 0,37° 0,26 0,31 0,24 0,34 0,30
Eficiéncia energética 0,29 + 0,86 + 0,89+ 0,83+ 0,84 0,83+ 0,97 +

(g/kcal) 0,05 0,16° 0,15 0,14 0,14 0,16 0,24

2°més de dieta

3458+ 34,84+ 35,79 35,38 + 34,85+ 3593+ 34,63%

Peso corporal inicial (9)  ~,">¢ 2,60 2,63 3,11 2,69 2,93 2,61



' 38,85 +
Peso corporal final (g) 230
Ganho de peso 4,27 +
corporal (g/semana) 2,20
Consumo alimentar 76,20 +
(g/dia/camundongo) 9,92%

Consumo energético 110,46 £
(kcal/dia/lcamundongo) ~ 14,44°

Eficiéncia alimentar 0,50 +
(9/9) 0,08
Eficiéncia energética 0,35+
(g/kcal) 0,06

3° més de dieta

A 38,54
Peso corporal inicial (g) 281

) 42,49
Peso corporal final (g) 207
Ganho de peso 3,95+
corporal (g/semana) 2,10
Consumo alimentar 85,91 +
(9/dia/camundongo) 20,01
Consumo energético 118,16 +
(kcal/dia/lcamundongo) ~ 29,98°
Eficiéncia alimentar 0,50 +

(9/9) 0,11

39,26 +
4,37
4,42 +
3,94
24,01 +
2,63
38,03 +
3,99
1,59 +
0,19"
1,01 +
0,13"

40,90 +
3,96
44,04 +
5,49
3,14 +
3,24
24,58 +
3,18
37,81+
2,98
1,75+
0,26°

39,45 +
4,00
3,66 *
2,81
21,57 +
2,37
35,27 +
3,40
1,76 +
0,21
1,07 +
0,10

40,41 +
3,58
42,20 +
3,97
1,79+
1,83
24,40 +
3,69
35,94 +
4,43
1,70 +
0,27

39,01 +
4,30
3,63+
2,22
23,09 +
3,22
38,05 +
3,79
1,65+
0,26
1,00 +
0,12

39,84 +
4,68
42,67
4,90
2,84 +
2,30
24,23 +
3,94
37,74 +
3,59
1,74 +
0,28

39,63 +
2,90
4,78
1,67
23,07 +
1,75
36,81 +
4,07
163+
0,14
1,03+
0,15

40,63 +
3,02
42,33 +
3,41
1,69+
2,03
24,75
2,98
36,15+
4,65
1,69 +
0,21

40,28 +
3,40
4,35+
2,68
23,11 +
3,44
37,64 +
4,92
1,70 +
0,29
1,04 +
0,17

41,64 +
3,57
43,76
4,60
2,12+
2,77
24,28 +
4,38
36,90 +
5,02
1,79+
0,33

38,35+
3,67
3,71+
3,24
20,98 +
3,05
33,22 +
6,05
185+
0,39
1,07 +
0,21

38,90 +
3,95
41,84 +
513
294 +
3,90
22,83
4,15
34,59 +
6,15
184+
0,39

91
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Eficiéncia energética 0,36 + 1,13+ 1,14 + 1,10 + 1,16 £ 1,16 + 1,21+
(g/kcal) 0,09 0,12° 0,14 0,12 0,17 0,15 0,26
4° més de dieta +
tratamentos
Peso corporal inicial (g) 42,26 + 44,13+ 43,17+ 41,99+ 42,79+ 43,93+ 4232+
1,86 511 4,02 4,16 2,90 4,03 4,95
. 44,39 + 46,36 * 44,05 + 44,02 = 4396+ 4551+ 43,36z
Peso corporalfinal () 4 g5 5,42 3,88 5,04 3,41 4,06 5,06
Ganho de peso 2,13+ 2,22 + 0,88 = 2,04 + 1,17 1,58 + 1,04 £
corporal (g/semana) 1,68 1,69 2,19 1,83 1,38 1,97 2,03
Consumo alimentar 90,43 £ 2341+ 23,03+ 21,30 £ 2217+ 2265+ 21,00z
(g/dia/camundongo) 15,192 3,60 4,02 5,30 3,14 4,70 3,68
Consumo energético 117,51+ 3501+ 32,48 31,81+ 32,71+ 33,78+ 31,16%
(kcal/dia/lcamundongo)  32,90° 4,19 4,19 7,96 6,41 4,62 6,45
Eficiéncia alimentar 0,49 + 1,97 + 1,95+ 2,14 + 1,98 + 2,06 + 2,13 +
(9/9) 0,08 0,37 0,43 0,57 0,30 0,50 0,42
Eficiéncia energética 0,40 + 1,30+ 1,36+ 1,45+ 137+ 1,35+ 1,45+
(g/kcal) 0,13 0,19 0,23 0,43 0,31 0,22 0,34

Valores médios + desvio padrao.
®Dados significativamente diferentes do controle positivo, dieta cafeteria (P<0,001), Teste t de Student.
®Dados significativamente diferentes do controle negativo, dieta padréo (P<0,001), Teste t de Student.
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4.5 DETERMINACAO DE PROTEINAS SERICAS TOTAIS

As Figuras 8 e 9 mostram os valores séricos da
concentracdo proteica total em todos os grupos avaliados neste
estudo. O teor de proteinas néo diferiu entre o grupo DP e o
grupo CAF (Figura 8). No entanto, sucos de acerola (verde,
madura e industrial), vitamina C ou rutina foram estatisticamente
diferentes do grupo CAF (P<0,05; Figura 9).
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Figura 8:Valores séricos de concentracdo de proteinas totais
para dieta padrdo e dieta cafeteria. Nao houve diferenca
estatistica.
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Figura 9:Valores séricos de concentracdo de proteinas totais
para dieta cafeteria e dieta cafeteria e suas diferentes
associacoes. Dados estatisticamente diferentes em relacdo ao
grupo CAF (*P<0,05; **P<0,01) (ANOVA, Tukey).
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4.6 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

Os niveis de glicose plasmética foram encontrados
aumentados em ambos os grupos DP e CAF, 15 minutos apds a
administracao oral da solucdo de glicose. Entretanto, o declinio
dos niveis de glicose no grupo CAF foi mais demorado em
comparagdo com o grupo DP. No grupo CAF, os niveis
permaneceram elevados, entre 15, 30 e 60 minutos (P<0,05)
apos a administracdo, caracterizando a intolerancia a glicose
(Figura 10).
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Figura 10:Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) para os
grupos dieta padrédo (DP) e cafeteria (CAF) em funcéo do tempo.
As diferencas entre os valores médios foram estatisticamente
significativas entre os grupos DP e CAF (*P<0,05) (ANOVA,
Tukey).

Tal como indicado pela menor &rea sob a curva (ASC),
camundongos da DP eliminaram a glicose de forma mais
eficiente do que os animais do grupo CAF (P<0,001; Figura 11).
N&o detectamos qualquer evidéncia de tolerdncia a glicose
diminuida ou aumentada nos animais CAF tratados com os
sucos de acerola e seus compostos bioativos (Figura 12).



95

300001 Fokk . =
[ Dieta padrédo

El Dieta cafeteria

20000+

C (mg/dL,

& 100004
<

Figura 11: Area sob a curva (ASC) do Teste de tolerancia a
glicose em grupos de dieta padrédo ou dieta cafeteria. Os dados
obtidos para o grupo CAF diferem significativamente em relagédo
ao grupo DP (***P<0,001) (Teste t de Student).
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Figura 12:Area sob a curva (ASC) do Teste de tolerancia a
glicose para os seis diferentes grupos da dieta CAF. N&o foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre
qualquer um dos grupos.

4.7 ENSAIO COMETA

Parametros in vivo obtidos a partir do ensaio cometa (FD e
ID) em sangue periférico, rins, figado e cérebro de camundongos
Swiss machos estdo resumidos na Tabela 7. Estes indices
avaliam a genotoxicidade da dieta CAF e o potencial
antigenotdxico dos sucos de acerola (verde, madura e industrial)
ou dos compostos ativos sintéticos (vitamina C ou rutina),
respectivamente. Elevados niveis de danos ao DNA (FD e ID)
foram encontrados nas amostras de sangue periférico (P<0,001),



96

rins (P<0,001), figado (P<0,001) e cérebro (cértex total)
(P<0,001) de camundongos suplementados com a dieta CAF em
relacdo as amostras do grupo controle DP.

Quando o uso de diferentes sucos de acerola ou seus
fitoquimicos sintéticos foi avaliado em relacdo a atividade
antigenotdxica para a dieta CAF, em ambos os pardmetros do
ensaio cometa (FD e ID) observou-se uma reducgédo significativa
de danos nas células sanguineas (P<0,05, exceto para
suplementacdo de vitamina C), nas células renais (P<0,01), nas
células hepaticas (P<0,01, exceto para suplementacdo de suco
de acerola verde) e nas células cerebrais (P<0,05,
exclusivamente para suplementacdo de rutina) (para mais
detalhes, ver Tabela 7). Além disso, a porcentagem de inibi¢cdo
(1%) de ID foi observada em todas as amostras teciduais para a
maioria dos tratamentos (minimo de 45% de reducéo em células
do sangue, 95% em células dos rins, 67% nas células do figado
e 53% nas células do cérebro).
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Tabela 7.Avaliacdo da genotoxicidade da dieta CAF e do potencial antigenotéxico dos sucos de acerola
(verde, madura e industrial) e de seus componentes ativos sintéticos (vitamina C e rutina) em diferentes
amostras teciduais de camundongos Swiss machos (in vivo; média + desvio padréo).

Tratamento Fr%%i%lcé(%je Ing;%%ge Reducéo (I%)*
Sangue periférico
Dieta Padrao (DP) 3,38 +2,10 3,62+2,29 -
Dieta Cafeteria (CAF) 17,17 + 5,19° 20,50 + 5,96° -
CAF + suco de acerola verde 7,09+ 4,21° 8,00+ 5,25° 74,05
CAF + suco de acerola madura 10,08 + 5,76° 11,92 + 7,49°¢ 50,83
CAF + suco de acerola
industrial 6,21 + 4,02° 6,93 +4,57° 80,39
CAF + vitamina C 10,70 + 4,08 12,80 + 4,83 45,62
CAF + rutina 7,62 +3,88° 8,85+ 5,15" 69,02
Rim
Dieta Padréo (DP) 18,10 + 4,79 46,20 + 16,88 -
Dieta Cafeteria (CAF) 56,55 + 7,46° 186,73 + 28,03? -
CAF + suco de acerola verde 22,43+ 6,16" 52,86 + 24,40" 95,26
CAF + suco de acerola madura 19,08 + 4,40° 41,75 + 12,98° 103,17
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CAF + suco de acerola
industrial

CAF + vitamina C
CAF + rutina

Figado

Dieta Padréo (DP)

Dieta Cafeteria (CAF)

CAF + suco de acerola verde

CAF + suco de acerola madura
CAF + suco de acerola
industrial

CAF + vitamina C
CAF + rutina

Cérebro
Dieta Padrdo (DP)

Dieta Cafeteria (CAF)
CAF + suco de acerola verde

18,91 +5,15°
19,40+ 5,25°
17,08 + 4,59°

11,45 + 2,73
42,67 +6,61°
43,70 + 5,33
12,55 + 4,59°

17,73 +2,69°
22,36 + 4,39°
19,38 + 6,79°

8,44 +£ 7,32
44,56 + 11,30°
57,78 £ 15,43

42,64 + 17,97°
46,20 + 21,66°
38,15 + 16,31°

18,27 + 3,58

141,11 + 20,232
142,50 + 22,61
26,91+ 12,72°

41,00 + 10,47°
58,45 + 20,72°
46,08 + 22,91°

20,33 + 22,96

156,67 + 50,13%
195,67 + 57,40

102,53
100,00
105,73

92,97

81,50
67,29
77,36
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CAF + suco de acerola madura 56,22 + 10,88 192,67 £ 52,62 -
CAF + suco de acerola

industrial 57,42 £ 14,41 190,58 + 58,35 -
CAF + vitamina C 52,88 + 12,47 165,75 + 56,45 -
CAF + rutina 28,08 + 10,16° 83,67+ 42,00° 53,54

"Reducéo em relacéo ao indice de dano.

asignificativamentediferente do controle negativo, DP (P<0,001), Teste t de Student. °Significativamente
diferente do controle positivo, dieta CAF (P <0,01), ANOVA; Tukey. ‘Significativamente diferente do
controle positivo, dieta CAF (P<0,05), ANOVA; Tukey.
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4.8 TESTE DE MICRONUCLEOS

O teste de micronucleos avaliou o potencial mutagénico da
dieta cafeteria e a atividade antimutagénica dos sucos de acerola
(verde, madura e industrial), bem como dos compostos sintéticos
desta fruta, vitamina C e rutina (Tabela 8). Em relacdo a
mutagenicidade, este ensaio demonstrou que 0s animais
tratados com a dieta CAF apresentaram niveis elevados de
EPCMn nas células da medula 6ssea em comparacdo com 0S
animais da DP (P<0,001).

No que se refere a antimutagenicidade, a administracédo
oral dos sucos de acerola verde, madura, industrial e de rutina
nos animais alimentados com a dieta CAF levou a uma
diminuicdo significativa nos niveis de EPCMn comparado com o
grupo CAF suplementado com agua (verde e rutina P<0,05; e
madura e industrial P<0,01). Referente a este resultado, houve
uma porcentagem de inibicao (1%) de 63% observada nos grupos
suco de acerola verde e rutina e de 89% e 85% nos sucos de
acerola madura e industrial, respectivamente (Tabela 8).

Ndo houve diferencas estatisticamente significativas
(P>0,05) nos niveis de ENCMn analisados entre os grupos DP e
dieta CAF, bem como entre os subgrupos da CAF (Tabela 8). A
propor¢do média de EPC/ENC e o desvio padréo correspondente
sdo mostrados na Tabela 8. Também aqui, nenhuma alteracéo
significativa foi observada entre animais da DP e dieta CAF, bem
como entre os subgrupos da dieta CAF.
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Tabela 8.NUmero de eritrdcitos policromaticos micronucleados (EPCMn) e eritrocitos normocromaticos
micronucleados (ENCMn) observados nas amostras de medula 6ssea de camundongos Swiss machos
tratados com a DP ou dieta CAF e CAF e seus diferentes sucos de acerola ou seus compostos ativos
sintéticos, 2000 células foram analisadas por amostra e estdo demonstrados como média + desvio

padréo.

Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC  Reducéo (1%)

Dieta padréo (DP) 150+1,22 1,33+0,82 0,54 £ 0,09 -

Dieta Cafeteria (CAF) 6,00 + 2,00° 2,50+1,87 0,50+0,12 -

CAF + suco de acerola verde 3,17 £1,94° 1,67 £ 1,63 0,52 +0,10 62,89
CAF + suco de acerola madura 2,00 + 0,89" 1,00+ 1,26 0,47 £0,10 88,89
CAF + suco de acerola industrial 2,17 +1,60° 1,50+ 1,05 0,51+0,12 85,11
CAF + vitamina C 4,83+0,41 2,00 £ 0,89 0,52 £ 0,08 26,00
CAF + rutina 3,17+ 1,60° 2,17+£1,72 0,54 £0,08 62,89

*Reducdo em relagédo ao EPCMn.

#Significativamente diferente do controle negativo, DP (P<0,001), Teste t de Student.

®Significativamente diferente do controlo positivo, dieta CAF (P<0,01), ANOVA; Tukey. “Significativamente

diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,05), ANOVA; Tukey.
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4.9 MEDIDA DE SULFIDRILAS TOTAIS

Na Figura 13, pode-se observar uma diminuicdo
significativa do conteddo de grupamentos sulfidrila em rins,
figado e cérebro de camundongos alimentados com a dieta CAF
(P<0,01), quando comparado ao grupo controle, DP, indicando
que houve um aumento significativo do dano oxidativo proteico
em animais alimentados com a CAF nas amostras analisadas.
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Figura 13: Efeitos da dieta cafeteria sobre os conteldos de
grupamentos sulfidrila  em rim, figado e cérebro de
camundongos. Os valores representam a média = desvio padrao
e estdo expressos em nmol por mg de proteina®. Dados
significativamente  diferentes do controle negativo, DP
(***P<0,001; **P<0,01, Teste t de Student).

Em relacdo ao efeitodos sucos de acerola (verde, madura
e industrial), bem como de seus constituintes sintéticos, vitamina
C ou rutina na dieta cafeteria (CAF) sobre os niveis de
grupamentos sulfidrila em rins, figado e cérebro de
camundongos, os grupos CAF + suco de acerola industrial e CAF
+ vitamina C aumentaram significativamente os conteldos de
grupamentos sulfidrila nos rins (P<0,01, Figura 14), figado
(P<0,01, Figura 15) e cérebro (P<0,01, Figura 16) quando
comparados a dieta CAF indicando que houve uma diminui¢éo
significativa do dano oxidativo proteico nas amostras analisadas.
Além disso, nos rins e no figado, com excecdo do cérebro, o
grupo CAF + suco de acerola verde também mostrou o0 mesmo
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efeito protetor quando comparado a dieta CAF (P<0,05 e P<0,01,
respectivamente). Sendo que nos rins o tratamento com 0 suco
de acerola madura também foi efetivo (P< 0,05), o mesmo nao
ocorrendo para o figado e cérebro. Enquanto que o grupo CAF +
rutina em todos os tecidos analisados (rim, figado e cértex) nao
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo CAF
(Figuras 14, 15, 16).
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Figura 14: Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
rutina em relacdo a dieta cafeteria sobre os conteldos de
grupamentos sulfidrila em rim de camundongos. Os valores
representam a média + desvio padrdo e estdo expressos em
nmol por mg de proteina™. Dados significativamente diferentes
do controle positivo, dieta CAF (**P<0,01; *P<0,05, ANOVA,
Tukey).
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Figura 15:Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
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rutina em relacdo a dieta cafeteria sobre os conteldos de
grupamentos sulfidrila em figado de camundongos. Os valores
representam a média + desvio padrdo e estdo expressos em
nmol por mg de proteina™. Dados significativamente diferentes
do controle positivo, dieta CAF (**P<0,01, ANOVA, Tukey).
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Figura 16:Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
rutina em relacdo a dieta cafeteria sobre os contetdos de
grupamentos sulfidrila em cérebro de camundongos. Os valores
representam a média + desvio padrdo e estdo expressos em
nmol por mg de proteina™. Dados significativamente diferentes
do controle positivo, dieta CAF (**P<0,01, ANOVA, Tukey).

4.10 MEDIDA DOS NIVEIS DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO
ACIDO TIOBARBITURICO

Na avaliacdo do efeito da alimentacdo com a dieta CAF
sobre os niveis de TBA-RS em rins, figado e cérebro de
camundongos a Figura 17 demonstra que a dieta CAF aumentou
significativamente as concentragbes de TBA-RS em todos
tecidos (P<0,01) quando comparado a DP, indicando que houve
um aumento significativo da peroxidacao lipidica nas amostras
analisadas.
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Figura 17: Efeito da dieta cafeteria sobre os niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) em rim, figado e
cérebro de camundongos. Os valores representam a meédia +
desvio padrdo e estdo expressos em nmol por mg de proteina™.
Dados significativamente diferentes do controle negativo, DP
(**P<0,01, Teste t de Student).

o

Em relagdo ao efeitodos sucos de acerola (verde, madura
e industrial), bem como de seus constituintes sintéticos, vitamina
C ou rutina na dieta cafeteria (CAF) sobre os niveis de TBA-RS
em rins, figado e cérebro de camundongos, os grupos CAF +
suco de acerola verde e CAF + rutina diminuiram
significativamente as concentracbes de TBA-RS nos rins
(P<0,05, Figura 18), figado (P<0,01, Figura 19) e cérebro
(P<0,01, Figura 20) quando comparado a dieta CAF, indicando
que houve uma diminui¢do significativa da peroxidacao lipidica
nas amostras analisadas. Além disso, no figado e no cérebro,
com excecdo dos rins, o grupo CAF + vitamina C também
mostrou o mesmo efeito protetor quando comparado a dieta CAF
(P< 0,01). Sendo que no figado os tratamentos com os sucos de
acerola madura e industrial também foram efetivos (P< 0,01), o
mesmo nao ocorrendo Nos rins e cérebro.
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Figura 18:Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
rutina em relacdo a dieta cafeteria sobre os niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) em rim de
camundongos. Os valores representam a média + desvio padrao
e estdo expressos em nmol por mg de proteina™®. Dados
significativamente diferentes do controle positivo, dieta CAF
(*P<0,05, ANOVA, Tukey).
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X c 64
< '@ E= Suco de acerola madura
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Figura 19:Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
rutina em relac@o a dieta cafeteria sobre os niveis de espécies
reativas ao 4&cido tiobarbitirico (TBA-RS) em figado de
camundongos. Os valores representam a média + desvio padréao
e estdo expressos em nmol por mg de proteina™. Dados
significativamente diferentes do controle positivo, dieta CAF
(**P<0,01, ANOVA, Tukey).
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Figura 20:Efeito dos sucos de acerola (verde, madura e
industrial) ou compostos sintéticos desta fruta, vitamina C e
rutina em relacdo a dieta cafeteria sobre os niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) em cérebro de
camundongos. Os valores representam a média + desvio padrao
e estdo expressos em nmol por mg de proteina®. Dados
significativamente diferentes do controle positivo, dieta CAF
(**P<0,01, ANOVA, Tukey).

4.11 ANALISE ELEMENTAR ATRAVES DA EMISSAO DE
RAIOS-X INDUZIDA POR PARTICULAS (PIXE)

As andlises de RBS revelaram que a composicao da matriz
de figado bovino é compativel com o carbono - C (70%),
nitrogénio - N (15%) e oxigénio - O (15%) de peso seco.
Enquanto que as analises de PIXE identificaram e quantificaram
catorze elementos Na, Mg, aluminio (Al), silicio (Si), P, S, CI, K,
Ca, Mn, Fe, Cu, Zn e rubidio (Rb) . Todos os resultados estédo
expressos como partes por milhdo (mg/kg de peso seco). Os
principais elementos detectados em ambas as dietas (DP e CAF)
e nos subgrupos da dieta CAF, foram Na, P, S, Cl, e K, com
concentra¢Bes médias variando de 4000 a 17000 mg/kg, e Mg,
Al, Si, Ca, Fe, Zn, com concentracdes médias variando de 90 até
1900 mg/kg. Mn, Cu e Rb foram considerados elementos tracos
com niveis médios entre 2 e 85 mg/kg.

Os resultados da analise elementar dos rins e figado dos
camundongos alimentados com DP ou dieta CAF estédo
representados nas Tabelas 9, 10 e 11.
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A Tabela 9 demonstra as concentracfes elementares de
Na, P, S, Cl e K em rim e figado nos diferentes grupos
analisados. Niveis significativamente menores de Cl e K (P<0,05)
foram observados em amostras de rim de camundongos
alimentados com CAF quando comparados com aqueles animais
alimentados com a DP. Outros elementos, como Na, P e S nédo
tiveram diferengas significativas entre DP e o grupo CAF. No
figado niveis significativamente mais baixos de Na, P e S
(P<0,05) foram observados em amostras do grupo CAF em
relacdo a dieta DP. Ao contrario dos resultados obtidos para os
rins, ndo foram encontradas diferencas significativas para Cl e K.



Tabela 9.Composi¢do elementar em diferentes tecidos, rins e figado de camundongos Swiss machos

através da analise de PIXE (resultados expressos em mg/ kg).
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Elementos

Rim

Dieta padrao (DP)
Dieta Cafeteria (CAF)
CAF + suco de acerola
verde

CAF + suco de acerola
madura

CAF + suco de acerola
industrial

CAF + vitamina C

CAF + rutina

Figado

Dieta padrao (DP)
Dieta Cafeteria (CAF)

Na P S Cl K
12733,33 + 16674,67 + 8158 + 15873,33 + 12665,33 +
959,58 988,11 74,08 735,66° 464,02°
12493,67 15853,67 8078,00 14920,00 + 11857,00 +
138,91 191,28 552,54 125,43 21,28
7422,67+ 15345,67 7247,67 9231,67 16010,00 +
36,75" 396,28 174,46 295,75° 696,19°
11833,33 + 16326,00 + 8307,67 14801,00 + 12426,00 +
286,97 382,27 447,55 355,15 188,08
11106,00 + 15785,00 + 7966,00 + 15675,67 12190,00 +
1003,58 971,64 366,92 498,34 526,31
11272,00 + 15246,00 + 8427,00 £ 15662,33 + 12677,00 +
61,55 208,76 425,64 321,29 82,40
10648,33 + 16311,00 + 8297,33 16841,67 + 13361,67 +
994,10 909,32 321,03 798,49° 590,98
8260,67 + 16481,67 + 8374,67 £ 8349,67 + 12289,67 +
1199,5° 1411,36% 88,49° 626,46 438,52
5334,67 + 12421,67 + 7496,33 + 7941,33 + 11735,67 +
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CAF + suco de acerola
verde

CAF + suco de acerola
madura

CAF + suco de acerola
industrial

CAF + vitamina C

CAF + rutina

100,20

4726,67
219,05
5279,00 +
346,99
4916,00
179,81
5547,33 +
265,69
6159,00 +
804,56

534,66

13000,67 +
462,36
14085,33 +
887,25"
13081,67 +
371,50
12877,67 +
437,09
12421,33 +
621,58

260,22

8013,67 +
354,85
8121,00
76,27
7468,00 +
272,69
7314,33
363,57
7133,33
90,91

329,44

7226,67 +
445,43
8549,33 +
451,86
8457,00 +
318,68
8169,00 +
137,12
8212,33 +
642,50

429,44

12612,00 +
551,21
13013,00 +
511,65°
11943,67 +
215,35
11779,67 +
532,80
9549,67 +
230,31°

4Significativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P <0,05), Teste t de Student.

PSignificativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P <0,05), ANOVA, teste de Tukey.
“Significativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P <0,01), ANOVA, teste de Tukey.
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A Tabela 10 demonstra o teor elementar de Mg, Al, Si, Ca,
Fe e Zn para rins e figado nos diferentes grupos estudados. Em
relacdo as concentracdes de Al, Si e Fe em amostras de rins do
grupo CAF, seus niveis foram significativamente maiores quando
comparados ao grupo DP. A concentracdo de Fe foi
estatisticamente superior nos animais que receberam a dieta
CAF em ambos os tecidos (P<0,001). Diferentemente dos rins, o
figado dos animais do grupo DP apresentou quantidades
elevadas do elemento Zn (P<0,05) em comparagdo com 0 grupo
CAF. Ja os niveis de Mg e Ca ndo apresentaram diferenca
estatistica entre as dietas DP e CAF para ambos os tecidos,
enquanto que nos rins também ndo houve diferenga para o Zn e
para os elementos Al e Si no figado.
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Tabela 10.Composicdo elementar em diferentes tecidos, rins e figado de camundongos Swiss machos

através da analise de PIXE (resultados expressos em mg/ kg).

Elementos

Rim

Dieta padrédo (DP)

Dieta Cafeteria (CAF)

CAF + suco de acerola verde
CAF + suco de acerola madura
CAF + suco de acerola industrial
CAF + vitamina C

CAF + rutina

Figado
Dieta padréo (DP)

Dieta Cafeteria (CAF)
CAF + suco de acerola verde

Mg Al Si Ca Fe Zn
1171,33 + 1825+ 249,17 + 402,43+ 171,67+ 103,04 +
110,36 47,35 46,19 109,01 7,53 8,88
1182,00 + 434,77 + 925,30 + 44537+ 227,50+ 106,23
178,13 128,30° 360,90% 106,99 7,88° 3,25
815,47+ 390,00 + 656,20 + 359,25+ 123,33+ 80,68 +
86,56 48,05 90,82 44,05 0,92° 6,70°
1166,67 + 417,43 £ 613,93 + 370,20+ 204,20+ 105,95+
33,50 76,18 111,25 123,05 9,49° 6,37
1040,67 + 337,80 + 441,77 £ 244,17+ 190,70+ 101,24 +
109,93 27,98 33,97 78,00 9,10° 1,45
1155,67 + 162,40+ 270,60 + 282,47+ 204,80+ 104,01+
105,10 19,74° 62,56 46,71 4,46" 7,79
1422,33 £ 926,07 + 1856,00+ 504,67+ 305,57+ 123,03+
62,66 27,51° 29,82 26,89 5,70° 5,77°
1269,00 £ 200,37 + 274,47 259,07+ 341,57+ 150,90+
64,26 12,85 36,28 26,07 11,11 3,64°
1183,33 £ 174,93 + 336,93 + 266,47+ 562,97+ 123,53+
89,79 61,68 77,66 88,19 48,62° 8,02
955,00 + 182,20 + 228,00 + 328,37+ 687,57+ 135,90



113

11,69 71,42 60,10 70,31 63,73° 7,78
1093,83 + 218,47 510,20 + 291,73+ 630,90 + 135,63 £

CAF + suco de acerola madura 98,25 20,01 47,34d 45,48 8,47 7,46
1145,67 + 172,73 + 174,57 + 186,45+ 657,87 + 121,67 +

CAF + suco de acerola industrial 55,54 34,66 37,22¢ 139,92 37,01 7,05
949,70 90,12 + 163,07 + 306,77+ 519,90 + 131,37 +

CAF + vitamina C 121,91 0,00 34,65¢ 174,07 28,47 8,76
1007,87 + 175,33 + 267,83 + 173,47+ 46753+ 121,30 +

CAF + rutina 87,95 54,24 51,72 45,31 21,60 1,56

Significativamente diferente do controle negativo, DP (P<0,05), Teste t de Student.
PSignificativamente diferente do controle negativo, DP (P<0,001), Teste t de Student.
“Significativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,05), Teste t de Student.
dSignificativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,05), ANOVA, teste de Tukey.
°Significativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,01), ANOVA, teste de Tukey.\
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A Tabela 11 apresenta a quantidade dos elementos Mn,
Cu e Rb nos rins e figado nos diferentes grupos avaliados.
Apenas nos rins 0 Cu apresentou niveis diminuidos na CAF em
relagdo a DP (P<0,01). Enquanto que os elementos Mn e Rb nao
diferiram estatisticamente entre os grupos DP e CAF, o mesmo
também ocorreu para o Cu no figado.
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Tabela 11.Composicéo elementar em diferentes tecidos, rins e figado de camundongos Swiss machos

através da analise de PIXE (resultados expressos em mg/ kg).

Elementos

Rim

Dieta padrao (DP)
Dieta Cafeteria (CAF)
CAF + suco de acerola
verde

CAF + suco de acerola
madura

CAF + suco de acerola
industrial

CAF + vitamina C

CAF + rutina

Figado

Dieta padrao (DP)
Dieta Cafeteria (CAF)
CAF + suco de acerola
verde

CAF + suco de acerola
madura

Mn Cu Rb
5.05+1.45 23.19 + 4.40° 54.04 + 18.59
7.22 +5.46 20.92 £+ 2.56 63.24 + 9.88
410 +1.66 16.08 £ 0.79 44,73 + 6.62
463 +0.61 21.00 +3.30 69.13 £ 26.70
6.20 £ 3.20 18.22 +2.31 55.93+11.28
5.26 £ 0.96 2543 +4.72 61.55 + 14.50
7.67 £1.86 59.81 + 8.59° 85.01 + 20.07
5.26 £+ 0.97 17.67 £ 2.76 63.89 + 27.98
5.37 £0.00 16.23 +£1.43 80.93 +14.79
3.04 + 0.36 22.11 +2.43 76.75 + 22.23
2.72 £0.00 16.37 £ 3.75 75.67 +12.86
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CAF + suco de acerola 3.37£0.55 18.58 +1.98 81.86 + 28.88
industrial

CAF + vitamina C 3.17+0.52 17.36 £ 1.64 77.46 £ 30.20
CAF+rutina 2.88+0.38 15.93 + .29 55.43 +16.12

Significativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,01), Teste t de Student.
PSignificativamente diferente do controle positivo, dieta CAF (P<0,01), ANOVA, teste de Tukey.
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Os resultados da analise elementar dos rins e figado dos
animais alimentados com a dieta CAF e CAF suplementada com
0s sucos de acerola (verde, madura e industrial) ou os
compostos sintéticos desta fruta vitamina C ou rutina estdo
também apresentados nas Tabelas 9 a 11. Comparando o0 grupo
CAF aos diferentes subgrupos CAF + tratamentos, os elementos
P, S, Ca, Si, Mn e Rb nos rins e 0 Na, S, Cl, Mg, Ca, Al, Zn, Mn,
Cu e Rb no figado nao apresentaram diferenca estatistica..

De acordo com as Tabelas 9 e 10, niveis significativamente
menores dos elementos Na, Cl, Mg, Fe e Zn (P<0,05) foram
observados em amostras de rins de camundongos alimentados
com dieta CAF e suplementados com o suco de acerola verde,
se comparados com aqueles alimentados somente com dieta
CAF. Por outro lado, o grupo CAF + suco de acerola verde
demonstrou niveis significativamente maiores de K nos rins e Fe
no figado (P<0,05) do que no grupo CAF (Tabelas 9 e 10,
respectivamente). Entretanto, na mesma comparacao ndao houve
diferenca significativa dos elementos Al e Cu (Tabelas 10 e 11,
respectivamente) nos rins, e dos minerais P e K (Tabela 9) e Si
(Tabela 10) no figado.

Na Tabela 10, nivel mais baixo de Fe foi detectado no
grupo CAF + suco de acerola madura e CAF + suco de acerola
industrial nos rins quando comparado ao grupo CAF (P<0,05).
Contudo, ao contrario dos rins, no figado os tratamentos com o
suco de acerola madura ou suco industrial + CAF ndo alteraram
a quantidade de Fe (Tabela 10). Além disso, nos rins estes dois
tratamentos nao modificaram os demais minerais como Na, K, Cl,
Mg, Al, Si, Zn e Cu (Tabelas 9, 10 e 11).No figado o grupo CAF +
suco de acerola industrial apresentou niveis menores de Si em
relacdo ao grupo CAF (Tabela 10, P<0,05). Além disso,
elementos como P, K e Si (P<0,05; Tabela 9 e 10) foram mais
presentes no grupo CAF + suco de acerola madura do que no
grupo CAF para o figado, 0 mesmo ndo ocorrendo para P e K em
relacdo ao grupo CAF + suco de acerola industrial neste mesmo
orgéo (Tabela 9).

Em relacdo ao grupo CAF + vitamina C, niveis
estatisticamente menores de Al e Fe (P<0,05) foram constatados
em amostras de rins e Si (P<0,05) no figado em relagdo aos
animais do grupo CAF (Tabela 10). O mesmo néo foi constatado
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para os elementos Na, K, Cl, Mg, Zn e Cu nos rins e P, K e Fe no
figado (Tabelas 9, 10 e 11). O grupo CAF + rutina apresentou
menores quantidades de K no figado em relacdo ao grupo CAF
(P<0,01; Tabela 9). Ademais, 0 mesmo grupo demonstrou niveis
elevados de ClI, Al, Fe, Zn e Cu nos rins do que no grupo CAF
(P<0,05; Tabelas 9, 10 e 11). Todavia, a suplementacdo com
rutina nos animais alimentados com a dieta CAF ndo afetou os
niveis de Si em ambos tecidos (Tabela 10), bem como de Na, K
e Mg (Tabela 9 e 10) para os rins e no figado para o P e Fe
(Tabelas 9 e 10).
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5 DISCUSSAO

A propensdo a adotar dietas pouco saudaveis e a consumir
excessivamente alimentos palataveis, mas altamente caléricos, é
um fator crucial no aumento global da obesidade (Pandit et al.,
2012). Neste contexto, dietas hipercaléricas ou hiperlipidicas
como a dieta CAF vém sendo utilizadas com éxito para
desencadear a obesidade em animais em comparagdo com as
dietas ricas em gordura empregadas em outros estudos,
baseadas em banha de porco (Sampey et al., 2011). A dieta CAF
serve como bom modelo para mimetizar 0 que ocorre com 0s
seres humanos, porque a génese e as respostas metabdlicas
causadas pela obesidade nos animais s&o similares aos
humanos (Sampey et al., 2011; Rosini et al., 2012).

No presente estudo, camundongos alimentados com a
dieta CAF exibiram niveis elevados de eficiéncia energética,
inversamente proporcionais ao consumo de energia, quando
comparadosaos animais alimentados com a DP. No entanto, os
niveis de ingestdo energética mantiveram-se estaveis, enquanto
que os niveis de eficiéncia energética aumentaram ao longo do
periodo de tempo para ambos os grupos. O parametro eficiéncia
energeética, isto €, GPC por unidade de energia ingerida, também
mostrou-se elevado em camundongos alimentados com uma
dieta de alto teor de gordura no estudo de Winzell e Ahrén
(2004). Esses autores relataram que o GPC observado em
camundongos alimentados com uma dieta HF ndo pode ser
explicado somente pela ingestdo energética, mas sendo, pelo
menos parcialmente, causado por um metabolismo desacelerado
destes animais. Assim, apds um periodo de rapido crescimento,
tanto o GPC como o0 consumo energético diminuiram nos grupos
DP e HF, o que se refletiu em uma ligeira reducdo da eficiéncia
metabdlica (pardmetro inverso da eficiéncia energética).

E importante salientar que a dieta CAF fornecida aos
animais durante este estudo foi composta de produtos
industrializados, contendo elevado teor de lipideos, carboidratos
e sal, podendo, portanto, ser considerada como uma excelente
simulagdo de uma dieta humana moderna (Martire et al., 2013).
Deste modo, os animais que passaram de uma DP para uma
dieta CAF puderam continuar a comer quantidades semelhantes,
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como anteriormente, simplesmente aumentando sua massa
gorda, verificada através do indice de adiposidade e parametros
do adipécito (area, diametro e perimetro), como uma
consequéncia do consumo cal6rico elevado dos novos alimentos
e ndo relacionado ao aumento da quantidade de alimento (South
et al., 2012; Martire et al., 2013).

Entretanto, quando os animais foram tratados com a dieta
CAF em combinacdo com os sucos de acerola verde, madura ou
industrial, bem como os constituintes sintéticos desta fruta,
vitamina C ou rutina, estes ndo mostraram quaisquer alteracdes
significativas nos parametros avaliados (GPC, consumo
energético e eficiéncia energética) em relacdo ao grupo CAF.
Estes dados sugerem que o tratamento com os sucos de acerola
durante um més ndo alterou o GPC de camundongos expostos a
uma dieta CAF. Corroborando nossos resultados, o estudo de
Hanamura e Aoki (2008) mostrou que os polifendis de acerola
(sendo os principais polifendis proantocianidina e cianidina-3-a-
O-ramnosideo) que foram administrados oralmente a roedores,
de forma aguda (14 dias), subaguda (28 dias) e subcrénica (90
dias), ndo modificaram o GPC e a ingestdo de alimentos nos
animais alimentados com uma DP.

Uma critica em relacdo a dieta CAF € a possivel sele¢céo
de uma dieta deficiente em proteinas. No entanto, de acordo com
0s autores Lladé et al. (1995) e Shafat et al. (2009), os dados
atuais demonstram uma ingestdo adequada de proteinas em
roedores submetidos a dieta CAF, até porque estes animais
possuem livre acesso aDP, fato que ajuda a manter a ingestédo
adequada de proteinas. Os resultados aqui apresentados
mostraram que uma dieta CAF variada é suficiente em proteinas,
prova disso sdo os valores da concentracdo sérica de proteinas
encontradas nos animais alimentados com dieta CAF em
comparagdo com os alimentados com a DP, demonstrando que
esta dieta ndo leva a desnutricdo dos animais. Além disso, os
sucos de acerola (verde, madura e industrial), a vitamina C ou a
rutina aumentaram a concentracdo de proteinas séricas totais, o
que pode ser um efeito adicional destes suplementos
alimentares, prevenindo o quadro de desnutricdo.

Outro resultado interessante do presente estudo foi o
aparecimento de um fenotipo de intolerancia a glicose no grupo
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CAF, como evidenciado a partir da maior ASC para glicose. Tal
fato provavelmente ocorreu como resultado da exposicao a dieta
altamente energética, CAF. Entretanto, nenhum dos diferentes
tratamentos com o0s sucos de acerola e principios ativos da
mesma foram capazes de mudar esta condi¢do. JA Barbalho et
al. (2011) investigaram os efeitos da administracdo de suco de
acerola (por 30 dias consecutivos) sobre o perfil glicémico e
lipidico da prole de ratas Wistar diabéticas e nao diabéticas,
mostrando resultados que estdo em desacordo com 0s presentes
achados. Os dados deste estudo indicam que o suco de acerola
poderia ser utilizado para tratar a diabetes mellitus, a dislipidemia
e as suas complicagdes. Estes achados e os resultados do
presente estudo podem possivelmente serexplicados pelo maior
grau de complexidade em nosso modelo animal experimental,
uma vez que investigou-sea obesidade e a sindrome metabdlica
ocasionadas pela CAF e ndo apenas um aspecto secundario
isolado da obesidade, como a diabetes. Por conseguinte, é
possivel que o0 mesmo tratamento possa responder
diferentemente. Sabe-se que a dieta CAF desencadeia um
fen6tipo de obesidade exagerado, com intolerancia a glicose,
inflamacéo e estresse oxidativo, que por sua vez pode facilitar o
aparecimento de doencgas crénicas (Shafat et al., 2009; Reuter
et al., 2010; Sampey et al., 2011).

AvaliacOes de toxicidade genética ndo sdo uma medida de
carcinogenicidade, mas sé@o frequentemente usadas como um
indicador para a carcinogénese, uma vez que os testes de
mutagenicidade medem um evento inicial ou intermediario da
tumorigénese, havendo alta associacao entre respostas positivas
nestes testes e carcinogenicidade, tanto em roedores como em
seres humanos. Como resultado dessas consideracdes, 0s
testes de toxicidade genética, como o ensaio cometa e o teste de
micronlcleos, sdo amplamente aplicados em estudos clinicos
para uma avaliacdo do espectro toxicolégico (Ribeiro e Marques,
2003). Enquanto o ensaio cometa permite uma medida direta de
quebras simples e duplas de fitas de DNA, sitios alcali-lbeis,
ligagbes cruzadas com o DNA e sitios de reparo com excisédo
incompleta (Singh, 1988; Fairbairn et al., 1995), o teste de
micronUcleos fornece uma estimativa da quantidade induzida de
mutagbes cromossémicas, por meio dos eventos de
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clastogénese e aneugénese (Krishna e Hayashi, 2000). Em
nosso estudo, o tratamento crénico de camundongos com a dieta
CAF resultou em danos no DNA em todos os tipos de células
analisadas em ambos os testes (sangue periférico, rins, figado e
cérebro no ensaio cometa; células da medula éssea no teste de
micronucleos).

Scarpato et al. (2011) recentemente relataram niveis
significativamente elevados de danos nucleares (isto &,
micronucleos e aumento dos foci de y-H2AX, resultantes do néo
reparo e de quebras de fitas duplas de DNA) em linfGcitos
periféricos, bem como de IL-6 e proteina C reativa no soro de
criangas obesas e com sobrepeso em relagdo ao grupo controle.
Gandhi e Kaur (2012) também reportaram niveis
significativamente elevados de dano genético (quebras de fitas
de DNA, sitios alcali-labeis/apurinicos-apirimidinicos) em
individuos obesos em fungdo dos seus valores de indice de
massa corporal (IMC).

Em concordancia, outro estudo recente revelou niveis
significativamente aumentados de dano oxidativo ao DNA em
sujeitos obesos e com sobrepeso em comparagédo a grupos de
individuos magros (Al-Aubaidy e Jelinek, 2011). Karbownik-
Lewinska et al. (2012) também demonstraram que o sobrepeso e
a obesidade em adultos estdo diretamente relacionados com
niveis elevados de danos oxidativos em macromoléculas como
aumento na lipoperoxidacdo e nos niveis de danos ao DNA (8-
oxodG) em linfdcitos do sangue periférico.

O dano oxidativo é considerado uma causa provavel de
lesbes teciduais através da geracdo de ERO que danificam
proteinas, lipideos e DNA pela oxidagao (Halliwell e Gutteridge,
1990). Os lipideos sdo altamente propensos a danos por radicais
livres, resultando em peroxidacéo lipidica. Os danos dos radicais
livres a proteinas podem resultar em perda da atividade
enzimatica, enquanto que os danos causados ao DNA podem
resultar em mutagénese e carcinogénese (Devasagayam et al.,
2004).

O dano oxidativo a macromoléculas como proteinas pode
ser mensurado através da dosagem de grupamentossulfidrila,
presentes em torno de 85% das proteinas totais do nosso
organismo, bem como em moléculas antioxidantes néo
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enzimaticas como a GSH, enquanto que o dano oxidativo a
lipideos (lipoperoxidacéo) é realizado através da mensuracdo de
subprodutos radicalares como o MDA, principal radical formado
ao final deste processo. Em nosso trabalho, o tratamento crénico
de camundongos com a dieta CAF resultou também em danos
oxidativos a proteinas e a lipideos em todos os tipos de células
analisadas (rins, figado e cérebro — analisados através da
mensuracdo de contetdo de sulfidrilas e niveis de TBA-RS). O
dano oxidativo a proteinas pode estar relacionado a producéo de
MDA durante a peroxidacao lipidica.

Na obesidade, a producdo de citocinas pelos adipdcitos
pode induzir uma resposta inflamatdria, aumentando os niveis de
radicais livres, 0s quais contribuem para o estresse oxidativo que
pode manifestar-se como danos ao DNA celular (Gandhi e Kaur,
2012). Deste modo, os resultados referentes a genotoxicidade
podem estar associados com o0 aumento dos niveis de dano
oxidativo e concomitante deple¢do de antioxidantes.

Ademais, apesar de a prépria obesidade néo gerar radicais
livres de forma direta, ela os gera indiretamente, causando,
assim, danos a macromoléculas, podendo atacar os
grupamentos tidis de antioxidantes, como a glutationa, que
possuem a funcdo de suprimir o dano oxidativo, estando
envolvida na manutencdo do estado redox celular (Yu, 1994;
Maritim et al., 2003), bem como a membrana celular e levar a
desestabilizacdo e desintegracdo da mesma como resultado da
peroxidacgéo lipidica (Valko et al., 2005; Vincent et al., 2007). As
consequéncias mais graves da oxidacdo de lipideos e de
proteinas tidlicas é o aumento de ERO que podem acarretar
danos aos &cidos nucleicos, podendo desencadear morte celular
(Yu, 1994; Cooke et al., 2003; Jomova e Valko, 2011).

Biomarcadores de inflamacdo e dano oxidativo tém se
mostrado mais elevados em individuos com obesidade e se
correlacionam diretamente com o IMC e a porcentagem de
gordura corporal, a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade
e 0s niveis de triacilglicerol (Pihl et al., 2006). Assim, foi
demonstrado ha indugcdo estresse oxidativo (aumento na
peroxidacdo lipidica ou oxidacdo de proteinas) em populacdes
clinicamente obesas. Este aumento na peroxidacao lipidica esta
associado a vérios indices de adiposidade e baixa defesa de
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antioxidantes sistémicos (ou seja, enzimas antioxidantes e
antioxidantes dietéticos) (Vincent et al., 2007).

Neste estudo, também foram avaliadas as atividades
antigenotéxica e antioxidantedos sucos de acerola (verde,
madura e industrial), vitamina C e rutina, os quais foram
administrados aos animais submetidos & dieta CAF. Efeitos
antigenotéxicos destes suplementos alimentares foram avaliados
por meio do ensaio cometa em sangue periférico, rins, figado e
de amostras de células cerebrais. Os efeitos antioxidantes destes
componentes alimentares foram analisados através dos niveis de
sulfidrila e TBA-RS em rins, figado e cérebro.

Trabalhos recentes avaliando a antigenotoxicidade dos
sucos de acerola os tém apontado como bons antioxidantes por
desempenharem papel importante na protecdo do DNA contra os
danos oxidativos (Nunes et al., 2011; Nunes et al., 2013). Os
sucos de acerola sdo misturas complexas contendo altos niveis
de vitamina C, carotendides e polifendis (incluindo quercetina e
rutina) (Schreckinger et al., 2010). Devido a sua composicdo, o
consumo de sucos de acerola pode, portanto, induzir efeitos
antioxidantes, antigenotéxicos e antimutagénicos, uma vez que
estes ingredientes sdo capazes de reduzir o dano oxidativo a
proteinas e lipideos e danos em DNA, processos estes
envolvidos no desenvolvimento de doencas crbnicas (Kris-
Etherton al., 2002; Murphy et al., 2012; Nascimento et al., 2013;
Martin et al., 2013).

A fruta acerola pode exibir uma variedade de cores e de
composicdo de pigmentos carotenoides, compostos fendlicos e
vitamina C, dependendo do grau de maturacdo e
origem(Carrington e King, 2012). As analises de CLAE dos sucos
de acerola utilizados neste estudo confirmaram as altas
concentracdes de vitamina C no suco verde, seguido pelo suco
de acerola madura e industrial. Além destes resultados, o teste
de DPPH (que testa o potencial antioxidante das substancias)
revelou que as amostras de suco de acerola verde eliminam o
radical livre DPPH mais efetivamente em comparagdo com
amostras de suco de acerola madura e industrial. A atividade
antioxidante do suco de acerola de frutos verdes foi, portanto
semelhante a da vitamina C pura.
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Neste contexto, a vitamina C esta presente em grandes
guantidades nos sucos de acerola, principalmente no estagio
imaturo (suco verde). Este suco reverteu os danos oxidativos
proteicos, lipidicos e ao DNA em rins, figado (exceto para o DNA
no tecido hepéatico) e cérebro (apenas para peroxidacao lipidica)
induzidos pela dieta CAF. Além disso, o suco de acerola verde foi
eficaz na remogéo de danos mutagénicos acarretados pela dieta
CAF nas células de medula 6ssea, enquanto que a
administracdo apenas da vitamina C sintética foi eficaz em
eliminar os danos oxidativos as mesmas macromoléculas em rins
(exceto para os lipideos), figado e no cérebro (exceto para o
DNA no tecido cerebral).

A atividade antioxidante e antigenotdxica da vitamina C
pode possivelmente ser atribuida a sua capacidade para eliminar
e inibir a geracdo de radicais livres (Heaney et al., 2008; Al-
Rejaie et al., 2012; Kurzawa-Zegota et al., 2012). Esta vitamina &
considerada como um dos componentes com propriedades
antioxidantes mais ativos de frutas e vegetais, podendo prevenir
o0 dano oxidativo a macromoléculas biol6gicas importantes e
potencialmente contribuir para a protecdo contra doencas
(Konopacka et al., 2004; Heaney et al., 2008; Verrax e Calderon,
2008; Schreckinger et al., 2010; Al-Rejaie et al., 2012; Ullah et
al., 2012; Costa et al., 2013). No entanto, a eficacia da vitamina
C demonstrou-se potencializada na presenca de outros
antioxidantes quando comparada a sua acgdo isoladamente
(Gilgun-Sherki et al., 2001). Assim, o consumo de alimentos ricos
em vitamina C (frutas e vegetais) parece ser mais efetivo porque
exerce efeitos mais positivos na diminuicdo do dano oxidativo ao
DNA de células humanas do que seu consumo isolado
(Konopacka et al., 2004). Isto poderia explicar o fato de o suco
de acerola verde terrevertido os danos mutagénicos, enquanto
gue a vitamina C isoladamente ndo apresentou este mesmo
efeito para o teste de micronucleos.

Como exposto anteriormente, no presente estudo, a
vitamina C foi capaz de eliminar o dano oxidativo proteico e
lipidico em cérebro de animais suplementados com a dieta CAF.
Sabe-se que a vitamina C pode atravessar a barreira
hematoencefdlica (BHE) na sua forma oxidada (&cido
desidroascorbico -ADHA) podendo facilmente penetrar no
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cérebro e ficar 14 retida na forma de &cido ascorbico (Hierro et al.,
2013). Também foi demonstrado um efeito antioxidante desta
vitamina ou do suco de acerola verde em rins e figado dos
animais do grupo CAF. Um estudo conduzido por Grajeda-Cota
et al. (2004) relatou que o acido ascérbico extracelular pode
eliminar ERO derivadas pelo ciclo de oxidagédo-reducdo, o que
protegeu contra danos teciduais hepaticos. A vitamina C também
é relatada por melhorar a nefropatia diabética por meio de sua
capacidade de induzir a remissdo da peroxidacéo lipidica e as
anormalidades do metabolismo lipidico em ratos adultos (Ozkaya
etal., 2011).

Em relagdo aos sucos de acerola madura e industrial, a
partir da andlise fitoquimica pode-se observar que o suco de
acerola industrial apresentou maior teor de compostos fendlicos
(flavondides, fendis e taninos) em relacdo aos sucos de acerola
em outras fases de maturacdo. Adicionalmente, rutina e
guercetina estiveram presentes em altas concentra¢cdes no suco
de acerola madura, seguido pelo suco de acerola industrial e
verde. Os compostos fendlicos representam importantes
componentes da dieta humana,e vem sendo proposto que estes
exercam efeitos positivos para a salde em pacientes que sofrem
de doencas cronicas, como cancer e doencas
neurodegenerativas (Wagner et al., 2010).

No presente estudo também constatou-se que os sucos de
acerola na fase madura in natura ou industrial, bem como o
fitoquimico sintético mais abundante neste estégio, a rutina,
apresentaram atividades antioxidantes e antigenotéxicas nos
diferentes tecidos avaliados. Assim, 0 suco de acerola industrial
reverteu os danos no tecido renal (exceto para TBA-RS), no
figado e no cérebro (somente em relacdo as sulfidrilas). Ja o
suco de acerola madura foi efetivo em combater os danos renais
(exceto para TBA-RS) e hepéticos (exceto para sulfidrilas) e no
cérebro ndo apresentou efeito protetor para nenhum das
moléculas celulares mensuradas. A rutina, por sua vez, diminuiu
a peroxidacao lipidica e o dano ao DNA em todos os tecidos
investigados (rins, figado e cérebro), ndo agindo somente sobre
os grupamentos sulfidrilas. Além disso, tanto o suco de acerola
industrial e acerola madura, bem como a rutina apresentaram
também efeito antimutagénico.
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Estes efeitos protetores dos sucos a macromoléculas
podem ser devido a presenca de flavonoides, tais como a rutina,
que possuem capacidade em transferir elétrons, eliminar radicais
livres, quelar ions de metais cataliticamente ativos, ativar
enzimas antioxidantes e exibir atividade anti-carcinogénica
(Afanas'ev et al., 1989; Kamalakkannan e Stanely, 2006). Além
disso, a rutina facilmente permeia a BHE e proporciona
neuroprotecdo em uma ampla variedade de modelos celulares
em animais de doengas neurolégicas (Youdim et al.,, 2004;
Mandel et al.,, 2006), sendo isso explicado tanto pela sua
natureza quimica quanto pelas suas interacbes com
transportadores especificos expressos na BHE (Santos et al.,
2011).

A administracdo oral de rutina em ratos diabéticos
proporcionouum aumentodo estado antioxidante nestes animais
através da diminuicdo dos produtos de lipoperoxidacdo e
aumento dos niveis de antioxidantes enziméticos e
ndoenzimaticos em figado, rins e cérebro (Kamalakkannan e
Stanely, 2006). No presente trabalho a rutina também diminuiu a
peroxidacdo lipidica e os danos ao DNA em todos os tecidos
analisados. Contudo, a administracao de rutina associada a dieta
CAF ndo reverteu a deplecdo de conteddos de grupos tidlicos
induzidos pela CAF em rins, figado e cérebro dos animais,
sugerindo que a vitamina C seja a principal responsavel pelo
potencial antioxidante proteico encontrado nos sucos. Sabe-se
gue a vitamina C pode inibir ou ativar a oxidagdo de certos
flavonéides, tais como quercetina e rutina. A habilidade da rutina
para eliminar os radicais hidroxilaé potencializada na presenca
de baixas concentragcbes de vitamina C e inibida em
concentracdes mais elevadas (Guo et al., 2007).

Além disso, as diferencas encontradas entre os sucos de
acerola madura e industrial podem ser devido a presenca de
compostos fendlicos, como o acido benzodico (adicionado como
um agente antimicrobiano em alimentos e bebidas &cidas)
presente no suco de acerola industrial (Khoddami et al., 2013).
Assim, é possivel presumir que o efeito protetor do suco de
acerola industrial possa ser mantido tdo longo quanto dure a
presenca de fitoquimicos da fruta, preservados ou nao durante o
processamento e armazenamento do suco.
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Um fator que pode ter influenciado os resultados do
presente trabalho sédo as diferencas bioguimicas existentes entre
as macromoléculas e os diferentes tecidos analisados, que
podem se comportar de maneira diferenciada quando sé&o
atacadas por ER. Quando comparamos os diferentes tecidos
utilizados neste estudo, em relacdo ao cérebro, podemos
observar que esta estrutura foi a menos beneficiada pelos
diversos tratamentos de acerola. Isto pode ser devido a sua
maior suscetibilidade a danos causados pelo estresse oxidativo,
devido & sua alta taxa de atividade metabdlica oxidativa, alto
conteldo de acidos graxos poli-insaturados, a sua capacidade
relativamente baixa de antioxidantes e sua pequena atividade de
reparagdo celular neuronal (Halliwell, 2001; Collino et al., 2006).
Relacionado a isto, um estudo mostrou que a alta producéo de
ER observada nas células cerebrais de ratos obesos levou a
deplecdo de moléculas fisiolégicas de prote¢édo, tais como a GPx
e a SOD (Charradi et al., 2012).

As diferengas encontradas nos diferentes sucos de acerola
testados em relagdo aos constituintes sintéticos desta fruta,
vitamina C e rutina também podem estar relacionadas ao
sinergismo existente entre o0s componentes fitoquimicos
presentes na acerola em relacdo aos componentes individuais
(vitamina C ou rutina)(Zafra-Stone, 2007; Seeram, 2008;
Schreckinger et al., 2010). Outro fator importante é a presenca
de elementos essenciais nos frutos que podem ter um efeito
positivo dependente de dose na salude humana.

Os minerais sdo necessarios para a vida humana e
desempenham importante papel nas funcdes metabdlicas
(Barroso et al., 2009; Turconi et al., 2009; Lobo et al., 2010). De
forma geral, os elementos minerais sdo absorvidos no trato
gastrointestinal e armazenados nos tecidos celulares, como
figado e rins. Figado e rins sdo importantes o6rgdos do
metabolismo, relacionados a desintoxicacdo, armazenamento e
excrecdo de xenobibticos e seus metabdlitos, e séao
especialmente vulneraveis a danos (Brzdska et al., 2003). Sabe-
se que o figado e os rins sdo orgaos-alvos principais de
elementos como Cu, Zn, Al, Si, Rb e Fe (Ebina et al., 1984;
Bissé et al., 2005; Goodman, 2005; Milman et al., 2006; Jomova
e Valko, 2011), enquanto que Na, K, Cl, Ca, P e Mg estdo mais
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presentes apenas nos rins (Shalit et al., 1991, Saris et al., 2000)
e 0 S e Mn no figado (Suzuki et al., 1987; Hauser et al., 1994).
Além disso, figado e rins frequentemente demonstram um claro
aumento na dose-resposta dependente da concentragcdo de
metais apds a exposicao alimentar (Kan e Meijer, 2007; Jomova
e Valko, 2011).

Além disso, foi levantada a hipétese de que os
subprodutos toxicos de reagBes bioquimicas incompletas
resultantes da ingestdo excessiva de quilocalorias e estados de
deficiéncias de micronutrientes (consumo menor do que as
quantidades recomendadas de Ca, Zn, vitamina C, vitamina K e
fibras) nos habitos alimentares modernos poderiam levar a um
maior ganho de peso ou a desenvolvimento de doencas
metabodlicas associadas a obesidade (Washi e Ageib, 2010;
Damms-Machado et al., 2012; Sharkey et al., 2012). De fato, nos
ultimos anos, as evidéncias sugerem que a obesidade também
pode estar associada a deficiéncias substanciais de nutrientes
(Damms-Machado et al., 2012). Damms-Machado et al. (2012)
demonstraram que a prevaléncia de deficiéncias de
micronutrientes nos individuos obesos é maior em comparacao
com os individuos de peso normal da mesma idade e sexo.

A ingestdo de nutrientes essenciais presentes em frutos e
nas plantas medicinais, tais como K, Cl, P e S, vem sendo
associada com efeitos benéficos a sadde humana, auxiliando na
diminuicdo de colesterol total, LDL e IMC, culminando em uma
reducéo no risco de obesidade e sindrome metabdlica (Olabanji
et al.,, 2008; O'Neil et al., 2012). Além disso, 0 S é uma parte
extremamente importante da vitamina Bl e insulina e com
elementos como CI, P, Mn, Ca e Fe, regula os niveis de glicose
sanguinea corporal e ajudam na digestdo dos alimentos e sua
conversdo em energia utilizavel pelo organismo (Olabaniji et al.,
2008).

Portanto, a reducdo destes elementos pode estar
relacionada com a obesidade (Damms-Machado et al., 2012).
Através da andlise por emissao de raios-x induzida por particulas
(PIXE),foi avaliado o conteado mineral em rins e figado de
camundongos alimentados com uma DP em relacdo a dieta CAF,
bem como a dieta CAF associada a diferentes tratamentos de
sucos de acerola (verde, madura e industrial) ou aos seus
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componentes bioativos vitamina C e rutina. Nossos resultados
demonstram que os elementos Cl e K nos rins € Na, P, S, Zn no
figado estdo presentes em quantidades significativamente
menores nos animais da dieta CAF quando comparado aos da
DP. Quando comparamos os diferentes subgrupos de acerola
com o grupo CAF, obtivemos os seguintes resultados: o grupo
CAF + suco de acerola verde apresentou quantidades menores
de Na, Cl e Mg e maiores de K no rim, enquanto que 0 grupo
CAF + suco de acerola madura apresentou niveis superiores de
P e K no figado, e o grupo CAF + rutina apresentaram niveis
diminuidos de K no figado.

Os niveis séricos de Znestao alterados em condi¢cBes tais
como obesidade e diabetes do tipo 2. A deficiéncia de zinco
aumenta a concentracdo de citocinas inflamatérias e sua
concentracdo sérica pode ser modificada pela presenca de
resposta inflamatéria sistémica (Yerlikaya et al.,, 2013). A
deplecdo de Zn também pode aumentar os danos ao DNA via
deficiéncias dos mecanismos de reparo deste Ultimo (Jomova e
Valko, 2011). Por outro lado, a suplementacdo com Zn diminuiu
0s niveis de produtos de oxidacdo do colesterol na aorta e
plasma causados pela ingestdo de uma dieta rica em colesterol.
Pesquisadores tém sugerido que a suplementacéo de Zn reduz a
peroxidacdo lipidica devido & sua atividade antioxidante
(Cousins, 1996; Jomova e Valko, 2011), bem como reduz os
danos oxidativos e o risco de doencas cardiovasculares (Jenner
et al.,, 2007; Abdelhalim et al., 2010).Além da diminuicdo dos
elementos mencionados anteriormente, pudemos constatar um
aumento de Fe em figado e rins, e de Al e Si apenas nos rins dos
animais da dieta CAF.

Abdelhalim et al. (2010) e Klaunig et al. (2010)
demonstraram que o Fe pode participar de varios processos
patolégicos por catalisar a formagdo de radicais livres, que
podem levar a carcinogénese através de processos inflamatérios
existentes na obesidade. Além disso, vem sendo sugerido que a
oxidacéo da LDL e outros lipideos parece ser um evento crucial
para a formacéo de placas no sistema vascular e que a oxidagao
mediada por ferro estd envolvida neste processo (Kalami et al.,
2012).
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Além disso, o mecanismo de formacédo de ER induzido por
metais é fortemente influenciado pela acdo de antioxidantes
celulares. Muitos antioxidantes de baixo peso molecular (como
acido ascoérbico, alfa-tocoferol, GSH, carotenoides, flavonoides e
glutationa) sdo efetivos em quelar ions metdalicos, reduzindo
assim a sua atividade catalitica para formar ER (Jomova e Valko,
2011).

Alteracdes nas quantidades de elementos como Fe, Al e Si
foram encontradas nos tecidos dos animais suplementados com
0s sucos de acerola, vitamina C ou rutina na dieta CAF em
comparacdo apenas com a dieta CAF sem suplementos. O
elemento Fe apresentou-se estatisticamente reduzido nos rins
dos animais suplementados com o0 suco de acerola verde,
madura e industrial ou com a vitamina C, ao contrario da rutina.
No6s acreditamos que estes resultados estédo relacionados com a
atividade quelante de ions metalicos exercida pela vitamina C.
Segundo o estudo de Berger et al. (1997), quando existe um
excesso de Fe plasmatico, o acido ascorbico funciona como um
potente antioxidante para os lipideos. No presente estudo, os
animais que receberam dieta CAF apresentaram quantidades
aumentadas de Fe, quando comparados aos que receberam DP,
e 0 suco de acerola verde, rico em vitamina C, reverteu a
peroxidacgéo lipidica em todos os tecidos analisados (rins, figado
e cérebro).Por outro lado, niveis maiores de Fe foram
encontrados no figado dos camundongos do grupo CAF + suco
verde. Pode-se sugerir que isso se deva ao fato de o figado ser o
orgdo responsavel pelo metabolismo de Fe, por isso podendo
apresentar quantidades maiores deste elemento quando
comparado aos demais tecidos (Gao et al., 2003).

Adicionalmente, niveis menores de Si foram demonstrados
no figado dos animais dos grupos CAF + suco industrial e CAF +
vitamina C, enquanto que o grupo CAF + suco de acerola
madura e CAF + rutina apresentaram niveis maiores deste
elemento. J& os niveis de Al foi reduzido nos rins do grupo CAF +
vitamina C e aumentados no grupo CAF + rutina.

Sabe-se que existe uma interacdo entre Fe, Si e Al na
inducdo do dano oxidativo. Os fons Fe?" por si s atuam como
ativadores de processos de lipoperoxidagdo. O seu efeito de
ativacdo é aumentado pela adicdo de acido ascorbico que
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mantém o Fe sob a forma de ions bivalentes - necessario para a
reacdo de Fenton. Entretanto, na presenca de fons de Si (Si*"),
h& uma diminuicdo da lipoperoxidacdo ativada pelo Fe. Por outro
lado, na presenca de ions de Al, h4 um aumento da
lipoperoxidacéo na presenca de Fe?*. Além disso, o Si possui a
habilidade de limitar a biodisponibilidade de elementos como Al.
Deste modo, a associagéo de ions de Sicom Al podem diminuir a
lipoperoxidacdo ativada por Fe (Surcel, 1992; Kaneko et al.,
2004; Alimonti et al., 2007; Achary et al., 2012; Durfinova et al.,
2012).
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6 CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo que investiga possiveis efeitos
oxidantes/genotéxicos e antioxidantes/ antigenotéxicos dos
sucos de acerola sobre a obesidade induzida por uma dieta CAF,
utilizando o conteltdo total de grupos tidis, medida dos niveis de
substancias reativas ao Acido tiobarbitlrico, ensaio cometa e
teste de microndcleos. Além disso, concentracdes elementares
foram realizadas em rins e figado destes animais.

Como a obesidade esta associada a indugéo de estresse
oxidativo, o uso de suplementos alimentares de origem vegetal
com propriedades antioxidantes poderia, ser utlizado na
prevencdo ou no tratamento desta doenca. Os presentes
achados mosram que a utilizacdo de suco de acerola, em
diferentes formulagdes (in natura ou industrializado) e diferentes
graus de maturidade (verde e madura), bem como da vitamina C
e rutina podem auxiliar a proteger ou reparar os danos causados
a lipideos, proteinas e DNA de células de animais obesos.

O presente estudo forneceu evidéncias de que a ingestao
de uma dieta hipercalorica e hiperlipidica pode alterar o perfil
elementar tecidual dos animais. Além disso, muitos dos
elementos detectados neste estudo tém funcdes Uteis
significativas no organismo humano e sdo, portanto, importantes
para o homem, embora as funcfes de alguns destes elementos
na obesidade ainda ndo sejam bem compreendidas.

Dessa forma, o suco de acerola poderia ser recomendado
como parte de uma dieta saudavel e principalmente associado a
alimentagao estilo ocidental.
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