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RESUMO

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o efeito da suplementacdo com o
extrato etandlico de polpa da Roma (Punica granatum L.) na resposta antioxidante em
ratos submetidos a exercicio fisico até a exaustdo. Foram utilizados 39 ratos Wistar,
machos, com 4 meses de vida e massa corporal de 404,32 + 18,17g. Os animais foram
divididos em 4 grupos: CTL - 9 ratos ndo suplementados e ndo participantes do teste de
exaustao; DI - 10 ratos pré-suplementados durante 21 dias com o extrato etandlico de
polpa de roma na dose de 0,875 mmol de polifendis/dia e submetidos a um teste de
exaustao; DIl - 10 ratos submetidos as mesmas condi¢gbes que DI, porém recebendo a
pré-suplementacado na dose de 1,75 mmol de polifendis/dia; NAT - 10 ratos submetidos
ao mesmo protocolo que DI e DIl, entretanto ndo suplementados. Os grupos DI, DIl e
NAT realizaram uma sess&o aguda de natacdo até a exaustdo. Foi observado que os
animais suplementados conseguiram nadar por mais tempo que os animais que nao
receberam o extrato de polpa de roma; o grupo DI apresentou um aumento de 86,55%
e DIl de 64,86% em relagdao ao tempo de natagao do grupo NAT. A suplementagao
proporcionou a diminuicdo dos valores de MDA e H,0; no plasma e no gastrocnémio. A
atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GR e GST no grupo DI e DIl se
mostraram reduzidas no tecido hepatico quando comparados ao NAT. Verificou-se que,
o extrato preparado a partir da fruta de cultivo doméstico apresentou valores mais
elevados de atividade antioxidante que a fruta de escala comercial avaliada pelos
métodos de ORAC (60,77 + 3,656 pmol Trolox/g polpa de roma liofilizada — fruta de
escala comercial, 68,78+ 4,940 umol Trolox/g polpa de roma liofilizada — fruta de cultivo
doméstico), fendlicos totais (8,123 + 0,225 mg de eq. Acido Galico/g de polpa de roma
liofilizada — fruta de cultivo doméstico, 6,815 + 0,121 mg de eq. Acido Galico/g de polpa
de roma liofilizada — fruta de escala comercial) e por ABTS" (31,786 + 0,326 umol
Trolox /g polpa de roma liofilizada — fruta de escala comercial, 43,151+ 0,652 pmol
Trolox /g polpa de romé liofilizada — fruta de cultivo doméstico). A partir dos achados
podemos concluir que a suplementacido com o extrato de roma propiciou melhora no
desempenho fisico (tempo de natac&do) e favoreceu a protegcdo contra o excessivo
ataque oxidativo. Os compostos bioativos da roma desempenharam um papel

antioxidante.
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ABSTRACT

The overall objective of this research was to evaluate the effect of
supplementation with ethanol extract of pulp of pomegranate (Punica granatum L.) in
antioxidant response in rats submitted to exercise until exhaustion. Were used 39 male
Wistar rats, 4 months of age and body weight of 404,32 + 18,17 g. The animals were
divided into 4 groups: CTL - 9 rats not supplemented and not participants of the
exhaustion test , DI - 10 rats pre-supplemented for 21 days with the ethanol extract of
pomegranate pulp at a dose of 0,875 mmol of polyphenols/day and subjected to a test of
exhaustion; DIl - 10 rats subjected to the same conditions DI, but getting the pre-
supplementation at a dose of 1,75 mmol of polyphenols/day; NAT - 10 rats submitted the
same protocol that DI and DIl , however not supplemented. The groups DI, DIl and NAT
performed a session of swimming acute until exhaustion. It was observed that the
supplemented animals could swim longer than animals that did not receive the extract of
pomegranate pulp , the DI group showed an increase of 86,55 % and DIl of 64,86 % in
relation with time swimming of group NAT . The supplementation decreased the levels of
MDA and H202 in plasma and gastrocnemius. The activity of antioxidant enzymes CAT,
SOD, GR and GST in groups DI and DIl showed reduced in liver when compared to
NAT. It was found that the extract prepared from the fruit of domestic cultivation had
higher values of the antioxidant activity that the fruit commercial scale assessed by
methods ORAC (60,77 + 3,656 umol Trolox/g of lyophilized pulp pomegranate - fruit
commercial scale; 68,78 + 4,940 umol Trolox/g lyophilized pulp pomegranate - fruit of
domestic cultivation), total phenolics (8,123 + 0,225 mg of eq. Gallic Acid/g lyophilized
pulp pomegranate - fruit of domestic cultivation; 6,815 + 0,121 mg eq Gallic Acid/g
lyophilized pulp pomegranate - fruit commercial scale) and ABTS" (31,786 + 0,326 940
pmol Trolox/g lyophilized pulp pomegranate - fruit commercial scale; 43,151 + 0,652 940
pmol Trolox/g lyophilized pulp pomegranate - fruit of domestic cultivation). From the
findings we can conclude that supplementation with pomegranate extract showed an
improvement in physical performance (swimming time) and favored the protection
against excessive oxidative attack. The bioactive compounds of pomegranate
antioxidant played a role.

Keywords: Pomegranate. Oxidative Stress. Antioxidants. Swimming. Rats.
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CAT - Catalase

CTL - Grupo Controle (Nao treinado)

CDNB - 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

CEUA - Comisséo de ética no uso de animais

DI - Grupo suplementado com uma dose de 0,875 mmol de polifendis/dia

DIl - Grupo suplementado com uma dose de 1,75 mmol de polifendis/dia

DPPH - radical 1,1- diphenyl- 2- picrylydrazyl
DTNB - 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)

DTT - ditiotreitol

EDTA Acido Etilenodiaminotetracetico

ERNSs - Espécies reativas de nitrogénio
EROs - Espécies reativas de oxigénio

GPX - Glutationa peroxidase

XXV



XXVi

GR - Glutationa redutase

GST - Glutationa-s-transferase

H202 - perdxido de hidrogénio

MDA - Malondialdeido

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

NAT - Grupo que realizou a natagao

NBT - nitroblue tetrazolium

ORAC - oxygen radical absorbance capacity - capacidade de absor¢ao de radicais de
oxigénio

PRL - polpa de roma liofilizada

PVPP - polivinil polipirolidona

RL - Radicais livres

SDS-PAGE — Sodium docedyl sulphate- polyacrilamide gel electrophoresis
SOD - Superoxido dismutase

TBA - Acido tiobarbiturico

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TCA - &cido tricloroacético

TEMED - Tetrametil diaminoetileno



1- INTRODUCAO

Desde tempos remotos, o homem busca na natureza recursos que possam

melhorar sua condi¢do de vida visando aumentar suas chances de sobrevivéncia pela
melhoria de sua saude e consequente qualidade de vida .

O exercicio fisico esta atrelado a melhora da saude, entretanto, alguns estudos
demonstram que se realizado de forma exaustiva e aguda pode induzir 0 aumento no
consumo de oxigénio, eassim, a maior formacao de radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ERO’s) 3.

Devido a tantas controvérsias, nas ultimas décadas os efeitos benéficos e
nocivos do exercicio fisico tém sido alvo de discusséo entre diversos pesquisadores *°.

O termo “estresse oxidativo” € utilizado quando ocorre um desequilibrio entre os
sistemas prdé e antioxidantes, sendo o primeiro sistema predominante. Quando a
formagédo dos radicais livres (RL)excede a capacidade de defesa do organismo,
observa-se dano as moléculas biol6gicas®.

A inibicao de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem endogena(enzima superoxido dismutase), ou
serem provenientes da dieta alimentar. Destas Ultimas destacam-se os tocoferois
(vitamina E), 4cido ascérbico (vitamina C), polifenéis, selénio e carotendides ’. Quando
ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes no organismo, podem ocorrer lesées
oxidativas de carater cumulativo.Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou
desativar os radicais. Algumas pesquisas demonstraram alteracdes na atividade das
enzimas antioxidantes em resposta a presenca de espécies reativas de oxigénio &'°.

A roma (Punica granatum, L.) é uma fruta originaria do Oriente Médio, rica em
compostos fendlicos, que exibem forte atividade antioxidante in vitro. Estudos mostram
que o consumo do suco da fruta traz beneficios relacionados com o de

processos oxidativos que comecam com a participacao de radicais livres

2- JUSTIFICATIVA

Pesquisadores buscam compreender os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos

envolvidos nas respostas agudas e crénicas ao exercicio fisico''®. Talvez um dos



maiores desafios das pesquisas atuais no assunto esteja relacionado a possibilidade de
descobrir eventos que ocorrem durante a pratica do exercicio, visando assim
potencializar a performance, o rendimento dos praticantes, e o ganho em qualidade de
vida dos mesmos. Para isso, o entendimento do metabolismo do estresse oxidativo
gerado pelo exercicio exaustivo e como controla-lo faz-se necessério. A avaliagéo das
variaveis metabdlicas envolvidas no metabolismo oxidativo pode contribuir para o
entendimento dos fenbmenos ocorridos durante ouapds o exercicio fisico agudo, bem
como a adaptacdo ao treinamento (efeito cronico)'®.

Os efeitos benéficos do exercicio fisico regular e moderado sdo bastante
conhecidos, € comum a busca de melhorias quanto a composigdo corporal e/ou
condicbes de saude através da pratica de exercicios. Entretanto essa pratica é
frequentemente acompanhada de uma dieta desequilibrada, descontinuidade do

20 Os efeitos deletérios dessa

exercicio e de forma intensa quando realizado
associacdo, quando mantida por um longo prazo, precisam ser investigados,
possivelmente relacionando-se com a produgédo exacerbada de RL e esgotamento das
defesas antioxidantes do organismo. Ainda hoje as respostas existentes sdo bastante
conflitantes, e pouco se sabe dos efeitos da intervencdo com alimentos ricos em
compostos com potencial antioxidante em parametros que reflitam a manifestacdo do
estresse oxidativo em seres humanos fisicamente ativos?'.

O estresse oxidativo é apontado como desencadeador de diversos eventos
nosologicos, dentre eles: envelhecimento, mutacdes, cancer, doencas auto-imunes,
aterosclerose, sindromes demenciais, disfuncao renal, artrite reumatéide, enfisema,
displasia bronco-pulmonar, entre outrasque tanto atingem a populagao?®.

Visto que o treinamento fisico acompanhado de uma baixa ingestao de nutrientes
antioxidantes representa ao esportista um periodo de maior vulnerabilidade ao estresse
oxidativo,é interessante compreender os mecanismos que circundam o realizar do
exercicio, como isso afeta 0 homem e como barrar os eventos danosos®>?’.

A investigacdo dos efeitos do consumo da rom& em indicadores do estado
antioxidante e do estresse oxidativo no plasma de animais que realizem a sessao
aguda de natacaofornecera dados que facultem aos profissionais subsidios para o

planejamento dietético, visando o controle adequado do estresse oxidativo associado



ao exercicio, além de propiciar valor agregado a roma pelo seu potencial antioxidante,
nao s6 no quanto ao“estresse oxidativo relacionado ao exercicio”, mas também na

prevencao de patologias relacionadas ao desequilibrio oxidativo.
3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Estresse Oxidativo

Quando a formagédo dos RL excede a capacidade de defesa do organismo, se
observa dano as moléculas biolégicas?®. As principais lesdes observadas sao:
peroxidagéo lipidica, carbonilagdo de proteinas e danos ao DNA, que por sua vez
ocasiona alteracdo da fungao celular %°.

A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial pode ser uma das maiores
fontes de agentes oxidantes. A hipétese de que a mitocondria é o sitio primario da
geracdo de ERO’s durante o exercicio € mantida por evidéncias indiretas de dano
oxidativo mitocondrial pés exercicio exaustivo, assim como a adaptagdo de enzimas
mitocondriais antioxidantes, como a superéxido dismutase dependente de manganés ®.

A realizacao de exercicio fisico agudo, principalmente se exaustivo e inabitual,
agrava os niveis de estresse oxidativo, quer nos musculos esqueléticos recrutados ou
em diferentes érgaos e tecidos associados com a regulacdo da homeostasia organica.
A grandeza deste processo esta intimamente dependente da duragao, intensidade e do
tipo de exercicio efetuado®. O mecanismo responsavel pelo aumento dos niveis de
estresse oxidativo inclui principalmente a elevacao do consumo de oxigénio (O,) (Figura
1)3',
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Figura 1 — Geragao de ERO a partir da reducao do oxigénio.



As ERO’s sdo produzidas na membrana citoplasmatica, no reticulo
endoplasmatico,nos lisossomos, nas mitocéndrias, nos peroxisomas e no citosol. Sua
producao é proporcional a quantidade de oxigénio consumida pelas mitocdndrias num
determinado tempo e, por conseguinte, aumenta durante a atividade fisica®.

Apesar da atividade anaerbbia ser executada independente do aporte de
oxigénio, a produgao excessiva de ERO’s tem sido observada durante o exercicio.
Neste, ocorre estresse metabdlico com aumento da degradacdo de ATP, ativando o
mecanismo xantina oxidase, com producao adicional de O,*.

O exercicio fisico inabitual e exaustivo induz mudancas estruturais, ultra-
estruturais e bioquimicas de carater focalizado e reversivel. Estas alteragbes sao
caracteristicas de uma patologia aguda denominada por miopatia do exercicio®.

Contudo, alguns autores sugerem que o principal efeito do estresse oxidativo se
da alongo prazo, na inducdo especialmente do “overreaching”, que se trata do estado
inicial da sindrome de “overtraining”. O overreaching se caracteriza por um desbalango
metabdlico, prejudicando principalmente a producao de ATP e a re-sintese de proteinas

oxidadas,situacao que, se mantida cronicamente, pode levar a sindrome de overtraining
9

3.2- Radicais Livres

Moléculas organicas e inorganicas e atomos que contém um ou mais elétrons
naopareados, com existéncia independente, podem serclassificados como radicais
livres *°. Tal configuracdo faz dos radicais livres moléculasaltamente instaveis, com
meia-vida curta e quimicamente muito reativas (Figura 2). A presenca dosradicais livres

é critica para a manutengdo de muitas funcdes fisioldgicas normais®.

Radical superdxido (O>)
E formado apds a primeira reducdo do oxigénio e ocorre em quase todas as
células aerbbicas, sendo produzido durante a ativagdo maxima de neutrdfilos,

mondcitos, macréfagos e eosindfilos®’.

Radical hidroperoxila (HO»)



Representa a forma protonada do radical superdxido, ou seja, possui o préton
hidrogénio. Evidéncias indicam que o radical hidroperoxila € mais reativo que o
superdxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruicdo de membranas biol6gicas®.
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Figura 2 - Reducdo tetravalente do oxigénio molecular na mitocéndria até a formagéo de
agua.
Fonte: Adaptado de Ferreira, (1997)%.

Radlcal hidroxila (OH)

E considerada a espécie reativa do metabolismo do oxigénio mais reativa do
sistema bioldgico. A combinacéo rapida do OH com metais ou outros radicais no préprio
sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Dessa forma, se a hidroxila for
produzida préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderdo ocorrer
modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutag¢ao do
DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar varias proteinas (enzimas e membrana
celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode



iniciar a oxidagdo dos 4&cidos graxos polinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidagao)*°.

Peroxido de hidrogénio (H-0:)

Nao é considerado um radical livrepela auséncia de elétrons desemparelhados
na ultima camada. O H>O, é um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, pois
participa da reacao que produz o OH. O H.O, tem vida longa, e é capaz de atravessar
camadas lipidicas, reagir com a membrana eritrocitdria e com proteinas ligadas ao
Fe**®. Dessa forma é altamente toxico para as células; esta toxicidade pode ser

aumentada de dez para mil vezes quando em presenca de ferro*.

Oxigénio singlet (O)
E a forma excitada do oxigénio molecular. Nao possui elétrons desemparelhados
em sua Ultima camada. O Oztem importancia em certos eventos biolégicos, mas poucas

doencas foram relacionadas a sua presenga®’.

Embora as espécies reativas de oxigénio possam ser mediadoras de doengas,
sua formacdo nem sempre é deletéria, como na defesa contra a infeccdo, quando a
bactéria estimula os neutréfilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de
destruir o microorganismo. Contudo, poderdao ocorrer varios eventos nosolégicos, se
houver estimulo exagerado na producao dessas espécies, e se a ele estiver associada

uma falha da defesa antioxidante*" #2,

3.3- Radicais Livres e Exercicio Fisico

O organismo humano é dotado de uma incrivel capacidade de se adaptar a
variados estresses (internos e externos) aos quais & submetido, entretanto, se a
exposicdo ao estimulo causador do estresse for frequente, o organismo sofre
adaptagdes na tentativa de recuperar a dinamica temporal dos sistemas orgéanicos.
Dessa forma, o exercicio constitui um estresse e as correspondentes adaptacoes
incluem: a melhora da fungéo cardiovascular, as alteragbes da composicao corporal e
da pressao arterial, o0 aumento da tolerancia a glicose e as alteragbes bioquimicas



celulares. A despeito do grande numero de adaptag¢des positivas que ocorrem como
resultado da pratica habitual de exercicio fisico, dados da literatura tém postulado que
tal pratica, em certos casos, pode gerar eventos danosos ao organismo, superando as
adaptacodes positivas. Dentro desse contexto, a producao de radicais livres em excesso
e potencias danos celulares é um exemplo de efeito indesejavel do exercicio*® .

Os radicais livres do oxigénio abarcam o radical superéxido, o peroxido de
hidrogénio e o radical hidroxila. A sua ativacao pode causar processos traumaticos nos
tecidos pelo desencadeamento de diversas cadeias de reagées *°.

Ja se sabe claramente que o exercicio fisico intenso e continuo € acompanhado
pela produgédo de radicais livres que causam altera¢cdes das membranas celulares, o
que provoca uma lesdo de fibras musculares, acompanhada por um processo
inflamatério, conduzindo-o a uma redugao da funcdo muscular com a liberacdo de
enzimas musculares, alteracdes histolégicas evidentes e dor muscular?.

Acredita-se em diferentes causas para explicar essas variagdes, o alto grau de
estresse provocado pelo exercicio, alteragbes da microcirculagao,producao de
metabdlitos téxicos, e deplecdo intramuscular dos substratos energéticos sao alguns
fatores investigados. O dano muscular inicial € seguido por alteragbes secundarias,
entre as quais estao incluidos desequilibrios eletroliticos, desequilibrios do metabolismo
mineral, dos reguladores metabdlicos (vitaminas) e uma resposta inflamatéria celular®’.

Sabiamente as células dos organismos aerébios sao dotadas de mecanismos de
defesa antioxidante, que possui a fungdo de inibir ou atrasar a acdo oxidativa dos
radicais livres. A protecao do organismo dos efeitos deletérios da utilizacdo do oxigénio
no processo de respiracao celular é feita através de um sistema antioxidante complexo,
constituido de diversas enzimas e substancias antioxidantes*.

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas como:
superéxidodismutase, catalase e glutationa peroxidase, para decomporem o anion O,
H, O, e hidréxidos®.

Espécies reativas de oxigénio sao formadas durante o metabolismo normal por
processos enzimdticos e ndo enzimaticos, e, continuamente, causam danos a lipidios,

proteinas e acidos nucléicos celulares®.



Através da realizacdo de exercicios regulares, diferentes componentes do
sistema de defesa contra os radicais livies aumentam nos tecidos®. Assim, a literatura
demonstrou que o treinamento promove um aumento da atividade enzimdtica

antioxidante muscular?" 4%

. Ainda nao esta bem elucidado qual é a duracao e a
intensidade ideais de exercicio que conduzem a maxima estimulacao dessas enzimas,
0 que se sabe é que o treinamento induz a producao das enzimas antioxidantes.
Também, depois do exercicio é observado um aumento plasmatico de tocoferol, acido
urico e &cido ascérbico, substadncias que possuem uma potencial atividade
antioxidante®?.

Portanto, o exercicio fisico € uma condi¢do que exerce influéncia sobre o balango
entre o ataque oxidativo e mecanismos de defesa antioxidante, gerando durante o

exercicio fisico, reagbes quimicas que implicam na formacao dos ERO’s (Figura 3).

Eventos durante o Exercicio |

o 1 Cadeia de transporte de elétrons mitocondrial*
1t VO, =— | Catecolaminas*
1 Prostandides*

T Isquemial/reperfusdo = T Xantina-oxidase
Grande quantidade Disscciacao
lestes de long metalicos™

Eventos apos o Exercicio

(alé 96 h apds)
_~ T Prostantides**
Lesoes as fibras - - I Protedlise*
musculares e
(Trabalho mecanicn) . " T Processo inflamatdrio**

S u T Cesaquilibrio na homeostasia do
calcio™

Figura 3— Mecanismos da sintese de ERO durante e ap6s exercicios anaerébios
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Fonte: Adaptado de Cruzar, Rogero et al., (2007)

3.4- Radicais Livres e Seus Efeitos



Séo exemplos de ERQO's 0 anion radical superoxido (O),0 radical hidroxila (OH)
e o radical peroxila (ROQO). As espécies reativas do nitrogénio (ERN's) incluem os
radicais peroxinitrito (ONOO), 6xido nitrico (NO) e diéxido de nitrogénio (NO2)>°.

Como foi dito anteriormente, os radicais livres sdo formados durante processos
fisiolégicos comuns, podendo as ERO's serem produzidas por leucocitos e também
pelas mitocéndrias durante o processo respiratério, desempenhando papel de
sinalizadores celulares. O desbalanceamento entre a producao de radicais livres e o
sistema de defesa antioxidante pode conduzir a alguns estados patolégicos®* *°.

O alicerce do desenvolvimento de diversas doencas cronicas parece estar
relacionado a quantidade de radicais livres presentes no organismo e os produtos
subsequentes formados nas reacdes iniciadas por eles. Alteracdes nas membranas
celulares podem levar a transtornos de permeabilidade, alterando o fluxo ibnico e de
substancias, provocando dessa forma, a perda da seletividade para a entradaou saida
de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteragcédo do DNA, e comprometimento dos

componentes da matriz extracelular (proteoglicanos,colageno e elastina)®® °’.

3.5- Estresse oxidativo e suas implicacoes nas doencas

A lesao oxidativa a biomoléculas pelas ERO’s e ERN’s e demais radicais livres
esta relacionada com mecanismos patoldgicos e bioquimicos, implicados na origem ou
no desenvolvimento de certas enfermidades cronicas nao transmissiveis. Por
conseguinte, ha o aumentodo risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(como arteriosclerose e infarto do miocardio), de cancer, de envelhecimento precoce,
de enfermidades oculares, dentre outras® %
Na tabela 1 encontram-se relacionadas as principais condicdes clinicas

associadas ao estresse oxidativo.

Tabela 1 - Principais condic¢des clinicas associadas ao estresse oxidativo.

Aterosclerose Esclerose Multipla

Cancer Pancreatite

Disfunc¢ao Pulmonar Doencas Inflamatoérias Intestinais, Colite
Cataratas Doenga de Parkinson

Artrite e Doencas Inflamatérias | Oxidag@o Neonatal de Lipoproteinas
Diabetes Reacdo a Drogas
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Choque, Trauma e Isquemia Lesdes de Pele
Doenga Renal e Hemodidlise Envelhecimento
AIDS

Fonte: Adaptado de Rebuglio Vellosa, Chibinski Parabocz et al.,(2013) *°.

Estudos epidemioldgicos, clinicos, e de intervencao, demonstram cada vez mais,
evidéncias de que os antioxidantes podem prevenir ou diminuir o desenvolvimento de
muitas doencas®® %% ©1,

3.6- Organismo e equilibrio redox

Os efeitos deletérios causados pelo acumulo de espécies reativas podem ser
minimizados através da acao de compostos antioxidantes. Os compostos antioxidantes
apresentam a capacidade de reagirem com os radicais livres e como resultado da
reacdo, espécies estaveis e menos reativas sao formadas, diminuindo os danos que
podem suceder apds o evento oxidativo. Além disso, os antioxidantes também podem
participar de mecanismos diversificados como, por exemplo, na interagdo com os
receptores celulares, na modulacao de vias sinalizadoras, na agao sobre o ciclo celular,
na expressao de genes supressores de tumor, na apoptose, na modulagéo da atividade

das enzimas detoxificantes, dentre outros %% .

3.7- Antioxidantes

Um antioxidante € definido como uma substancia que, em baixasconcentragdes,
retarda ou previne a oxidacdo do substrato. Quando o mecanismo de acdo do
antioxidante se der através de sua reagao com o radical livre, o novo radical formado
deve ser estavel e incapaz de propagar a reacéo %*.

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e secundarios, de
acordo com o mecanismo de combate aos radicais livres.Os antioxidantes primarios
atuam como doadores de prétons, impedindoo processo de iniciacdo desencadeado
pelos radicais livres. Nesta classe deantioxidantes s&o encontrados os compostos
fenolicos, tocoferol, aminoacidos,carotendides e os antioxidantes sintéticos °. Ja os
antioxidantes secundéarios atuam no bloqueio da decomposicdo dosperdxidos e
hidroperéxidos, convertendo-os na forma inativa por acdo deagentes antioxidantes,

blogueando a reacdo em cadeia através da captacdo deintermediarios reativos, como
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os radicais peroxila e alcooxila. Nesta categoria encontram-se os antioxidantes
sintéticos, os compostos fendlicos e as vitaminas A, C eE®®.

Outra classificacao divide os antioxidantes em sintéticos e naturais.Os sintéticos
sdo comumente usados na industria alimenticia, paraaumentar a vida de prateleira de
alimentos lipidicos ou que contenham lipideosem sua composi¢cdo. Sao exemplos de
antioxidantes sintéticos: obutilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), o
propilgalato (PG) e oterciobutilhidroxinona (TBHQ). Ja os antioxidantes naturais séo

aqueles formados pelo nosso organismo .

Antioxidantes enddgenos ou naturais

O organismo conta com um sistema enddgeno de defesa contra osradicais livres,
que é formado pelas enzimas catalase (CAT), glutationaperoxidase (GPx), glutationa
redutase (GR), glutationa-s-transferase(GST) esuperdxidodismutase (SOD)®’.

Essas enzimas atuam de forma coordenadaentre si e a agdo antioxidante no
organismo depende do equilibrio entre fatoresque levam a sua ativagao ou inativagéo. A
defesa antioxidante enddégenatambém é completada pela presenca de compostos de
baixo peso molecular (4cido Grico, bilirrubina, ubiquinona e albumina) .

Visando a protecao dos tecidos contra possiveis danos causados pelos ERO’s,
as enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx, GST e GR, parecem responder de
maneira adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6érgaos de individuos

treinados, embora haja contradicdes %7, 72

SOD

A superéxido dismutase (SOD) foi a primeira enzima antioxidante descoberta que
metabolizava ERO’s. (Figura 4) ”°.
O termo superéxido dismutase tem sido usado para uma variedade de enzimas

gue catalisam a reacao de dismutacao do radical superoxido em peréxido de hidrogénio

20% +2H* - H,0, +0,

e oxigénio molecular, , € é considerada, juntamente com a

catalase, como a primeira linha de defesa contra as ERO, influenciando a concentracao

de O;e H.0O, os dois substratos para a reacdo de Haber-Weiss?.
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Fe** +05 < Fe™* +0,
Fe’* +H,0, - Fe'" +OH +OH
O, +H,0, > 0,+0OH +0H"

Em sistemas biologicos, o radical superéxido (O2 ) sé pode ser formado na
presenga de oxigénio molecular (O.), que é variavel para os diferentes tipos de célula,
pode-se esperar que o nivel de SOD seja sensivel ao grau de oxigenagédo. No entanto,

nao se sabe se o oxigénio molecular € o proprio indutor, ou se € o radical superéxido
74,75

gue serve de controle da funcao enzimatica

Figura 4 -Estrutura da superéxido dismutase-ferro de Escherichia coli.

Fonte: Salvador e Henriques, (2004)°.

CAT

A catalase (CAT) é a segunda enzima que atua na desintoxicacao celular(Figura
5). A CAT reduz o HxO, em H,O e O,. Tal enzima compartilha essa fungdocom a
glutationaperoxidase (GPx), embora a especificidade e afinidade com o substrato sejam
diferentes*®.

A enzima catalase de varios organismos contém principalmente um grupo heme
e sua localizagdo subcelular, predominantemente nos mamiferos, € nos peroxissomos,
onde catalisa a reagédo de dismutagao do perdxido de hidrogénio, quando presente em

altas concentragées, em agua e oxigénio molecular’”.
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2H,0, > 0, +2H,0
Um papel antioxidante importante da catalase € diminuir o risco de

formacgéao do radical hidroxila pelo H>O- via reacao de Fenton catalisada por ions Cu e
Fe .

H,0,+Cu"/Fe’™*—"0OH +OH +Cu’* | Fe’

A catalase liga-se ao NADPH, o qual protege a enzima da inativacédo e

aumenta sua eficiéncia 2.

Figura 5 -Estrutura da catalase do eritrocito humano.

Fonte: Salvador e Henriques, (2004)®.

GPx

A glutationaperoxidase (GPx) é uma enzima que catalisa a reducao de H:O; e
hidroperéxidos organicos (ROOH) em H>O e alcool respectivamente, usando a
glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons, que se transforma em glutationa
oxidada (GSSG) (Figura 6) "°.

Ha pelo menos quatro isoformas da glutationa peroxidase em mamiferos, todas

contendo selenocisteina ’°.
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A glutationa peroxidase presente no citosol e na mitocéndria tem um papel
importante na decomposicao do peréxido de hidrogénio e dos hidroperéxidos organicos
utilizando o tripeptideo glutationa na sua forma reduzida (GSH) como substrato para as
reagdes, resultando na forma oxidada da glutationa (GSSH). Sua agdo ocorre em
conjunto com a glutationa oxidase (GO), enzima que pertence a classe de sulfidrila
oxidase dependente de flavina, que catalisa a oxidacao de proteinas e peptidios com a

formagcao de dissulfetos e peréxido de hidrogénio %-8',

H,0, +2GSH — GSSG+2H,0

L-OOH+2 SSG+L-OH+H,0
& o

A

Figura 6 -Estrutura da glutationa peroxidase do plasma humano.

Fonte: Salvador e Henriques .

GR

A glutationa redutase € uma enzima auxiliar, contendo flavina envolvida na
defesa antioxidante e tem como funcéo reciclar a glutationa, convertendo a forma
oxidada deste composto (glutationa dissulfeto, GSSG) em sua forma reduzida utilizando
o poder redutor do NADPH, conforme a reacéo

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

Essa enzima é considerada a principal redutora de GSSG dos mamiferos e age

conjuntamente com a glutationa peroxidase®. A recuperacdo da glutationa em sua
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forma reduzida é uma etapa essencial para manter o sistema de protegdo celular

perfeito em funcionamento®®

GST

A glutationa-S-transferase (GST) é uma enzima essencial para a protecao aos
danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente
serem eliminados do organismo % #°,

A GST catalisa a conjugagdo da glutationa a uma gama de substratos
hidrofobicos eletrofilicos, durante a fase Il da biotransformacao (Figura 7). Diversas
GST’s foram caracterizadas em animais, associadas a metabolizagdo de compostos
xenobio6ticos e toxinas. Além de participarem em processos de desintoxicacao por
formagéo de conjugados com a glutationa reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no
metabolismo de produtos secundarios, incluindo a estabilizagédo de flavondides, e atuam
com a peroxidase na redugcdo de hidroperéxidos a monohidrédxi-alcool durante o
estresse oxidativo . Estas enzimas sdo codificadas por uma familia de genes, cada
uma produzindo isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de
catalisarem reacoes similares, as GST’s possuem pouca identidade de sequiéncia de
aminoacidos, e estao presentes no citosol de muitas células catalisando a conjugacao

do tripeptideo glutationa em uma variedade de compostos®’
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Figura 7. Esquema simplificado da biotransformacao do benzo(a)pireno. a) Fase I: enzimas do

citocromo P450, por exemplo, EROD iniciam processo de oxidagdo do xenobiético. b) Durante o
processo de biotransformagcdo ocorre geragdo do ion superoxido (Oz_') que é dismutado
gerando peréxido de hidrogénio (H202). ¢) A catalase (CAT) atua degradando o H202 formado.

d) Fase Il: reacao enzimatica, a qual se conjuga a glutationa utilizando, por exemplo a GST,
para eliminacdo do organismo por excregao biliar, ou por excre¢do urinaria, através de reagao
da substancia a ser eliminada, com a uridinglucoronil transferase (UGT'’s). e) Em caso de
deficiéncia do sistema antioxidante, pode ocorrer a peroxidagéo lipidica (LPO) com formacgao de
hidroperdxidos. Como a substancia formada €, normalmente, mais reativa que a original, como
0 benzo(a)pireno-7-8-diol9,10epo6xido, pode ligar-se com o DNA e formar aduto (quebra) de
DNA e desencadear o inicio do processo de formacao do cancer.
Fonte: Adaptado de Lionel e Marta, (2003)%.

3.7.1- Antioxidantes Alimentares

A hipétese de que a dieta afeta o dano oxidativoin vivo baseia-seno fato dos
alimentos proporcionarem tanto substancias antioxidantes, nutrientes oundo nutrientes,
com capacidade para combater os radicais livres, comosubstratos oxidaveis (acidos
graxos poliinsaturados - PUFA) e tragcos de metaiscom acdo catalitica (Fe>", Cu®).
Dessa forma, os alimentos podem exercerefeitos positivos e negativos no equilibrio
entre o dano oxidativoena agao antioxidante .

Essa afirmacdo mostra-se muito simples dianteda complexidade de
funcionamento do organismo humano. Além do mais,existem algumas lacunas com
relacdo aos antioxidantes, tais como: ainexisténcia de uma recomendacao para cada
antioxidante, a falta depadronizacdo quanto ao real valor antioxidante dos alimentos, e
os possiveisefeitos toéxicos da administragcao de elevadas doses de antioxidantes.

Na categoria dos antioxidantes alimentares encaixa-se os carotendides e as
vitaminas E e C, com reconhecida propriedade antioxidante entre os nao nutrientes,

citam-se oscompostospolifenélicos®.

Vitamina E
A vitamina E é um antioxidante lipofilico que pode reduzir radicais livres tais

como os lipoperdxidos. Entretanto, altas doses de vitamina E sdo responsaveis pela
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propagacao da peroxidagao lipidica, podendo inclusive diminuir a atividade das enzimas
SOD e CAT”.

Ocorre naturalmente em alimentos sob duas formas: a forma reduzida
(geralmente designada como 4acido ascorbico) e a forma oxidada (&cido
desidroascorbico) (Figuras 8 e 9). Ambas sao fisiologicamente ativas e podem ser
encontradas nos tecidos organicos. Uma nova oxidacao do acido desidroascorbico para

o 4cido dicetoguldnico produz uma inativagéo irreversivel da vitamina °'.

8]

V74

C

Figura 8 - Formula estrutural do acido L-ascorbico.
Fonte: Bobbio e Bobbio, (2003)%.
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Figura 9 - Formula estrutural do &cido L-desidroascorbico.
Fonte: Bobbio e Bobbio, (2003)%.

Vitamina C



18

A vitamina C é soluvel em agua e desempenhaum papel metabdlico essencial in
vivo. Esté presente no compartimento citosolico da célula, servindo como um doador de
elétrons para os radicais da vitamina E gerados na membrana celular durante
oestresseoxidativo®. Essa vitamina é reconhecida como uma boa varredora de EROs,
auxiliando na reciclagem da vitamina E in vivo. No entanto, na presenga de metais de
transicao, como ferro e cobre, a vitamina C pode tornar-se um pro-oxidante, gerando
EROs. Felizmente, como esses metais estdo disponiveis em quantidades muito
limitadas in vivo, aspropriedades antioxidantes da vitamina C predominam sobre as

oxidantes (Figura 10)%.

HO OH

Figura 10 - Estrutura vitamina C.
Fonte: Rosa, Godoy et al.,(2007)%.
Carotenoides
Sao pigmentos naturais que possuem um papel muito importante nafisiologia dos
vegetais; conferindo-lhes cor e participando da fotossintese,conjuntamente com a
clorofila. Muitos dos carotendides presentes nos vegetaisapresentam atividade de pro-
vitamina A e atividade antioxidante®.
Podem capturar de forma eficiente radicais de oxigénio singlet e

radicaisperoxila®.

3.8- Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversascategorias como:
fenois simples, acidos fendlicos (derivados deéacidosbenzoico e cindmico), cumarinas,
flavondides, estilbenos,taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas®’.

A estrutura béasica de um flavondide pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura quimica geral de um flavonéide: dois anéis aromaticos (A e B) e

um anel intermediario (C).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural,
os compostos fendlicos tém recebido atencaonos ultimos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacao lipidica e alipooxigenase in vitro®®.

A atividade antioxidante de compostos fendélicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica (Figura 12). Estascaracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdoouno sequestro de radicais livres e
quelacdo de metais de transicdo,agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacao do processooxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantesfendlicos sao relativamente estdveis devido a ressonancia do

anelaromatico presente na estrutura destas substancias®’.
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Compostos Fendlicos

Acidos Fendlicos Flavonodides
| |
Ao '_-I.'dmx' ACI?OAS Hlldrc»u Flavonois Flavonas Flavonaois Flavanonas Antocianidinas Isoflavencides
benzdicos cindmicos
A i Quercetina Cianidina
Galico P-cumérico L. . L o L,
i 3 Kampferol Apigenina Catequina Eriodictol Pelargonidina Genisteina
Protocatéquico Cafgico e _ : i T e IR
Vanilico Ferdlico Miricetina Luteolina Epicatequina Hesperidina Delfinidina Daidzeina
P . Galangina Crisina Epigalocatequina MNarigenina Peonidina Gliciteina
Siringico Sinaptico Sy
Malvidina

Figura 12 - Compostos fitoquimicos presentes em alimentos vegetais.
Fonte: Adaptada de Lima, (2008) *.

Na industria alimenticia, a oxidagcao lipidica é inibida por sequestradores de
radicais livres. Os compostos mais utilizados comesta finalidade s&o: o butil-hidroxi-
anisol, butil-hidroxi-tolueno, terc-butil-hidroxi-quinona, tri-hidroxi-butil-fenona e galato de
propila, conforme citados no item 3.7. Alguns estudos demonstraram a possibilidade
destes antioxidantes apresentarem alguns efeitos toxicos®. Em funcdo dos possiveis
problemas provocados pelo consumode antioxidantes sintéticos, as pesquisas do ramo
focam-se na tentativa de encontrar substitutos naturais com atividade antioxidante®”.

Os

chamadoscomumente de acidos fenolicos, estes contém um anel aromatico com

nao flavonéides sdo compostos benzéicos e  cinamicos,
pelomenos um grupo hidroxila e com diferentes grupos funcionais(aldeidos, alcodisou
acidos) que podem formar ésteres com os &cidos organicos, ou unir-se aagucares.
Outros compostos de natureza fendlica saoosestilbenos e lignanos,ede forma
polimerizada os taninos e ligninas '%.

Abaixo, nas Tabelas 2 e 3, é apresentado as funcdes e localizacao celular dos

principais antioxidantes.
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Tabela 2 - Propriedades e localizacdo dos principais antioxidantes enzimaticos.

Adaptada de Powers e Lennon et al., (1999) ™.

Antioxidantes
Enzimaticos Localizacao Celular Propriedades
Mn-SOD Mitocondria Dismutac¢do dos radicais superéxidos
Cu, Zn-SOD Citosol Dismutag¢do dos radicais superéxidos
GSH peroxidase Citosol e Mitocondria Remocgdo do H,0; e hidroperéxidos organicos
Catalase Citosol e MitocOndria Remocgao do H,0,

Tabela 3 - Propriedades e localizagdo dos principais antioxidantes ndo enzimaticos.
10

Adaptada de Powers e Lennon et al., (1999)

Antioxidantes
Nao-enzimaticos  Localizaciao Celular Propriedades
Vitamina E Membranas Celulares Antioxidante mais atepu}apte contra a peroxidacgdo
lipidica
Vitamina C Citosol Elimina uma longa variedade de EROs da fase aquosa
GSH Citosol e Mitocondria Remocao do H,O,

Nao existe uma recomendacao para o consumo de compostos fendlicos, e ha
entraves para estimar o consumo, haja vista aauséncia de tabelas em que constem
dados da composicao fendlica dos alimentos. Inexiste tambémuma uniformidade de
metodologia para identificagdoe quantificacdo da atividade antioxidante desses
compostos. Estima-seentretanto, que o consumo mundial varie de 150 a 1000
mg/dia'".

3.8.1- Compostos Fendlicos e seus Efeitos

Dados da literatura mostram evidéncias que o consumo de compostos fendlicos
traz beneficios ao organismo, e este fato estaria associado ao seu poder antioxidante.
Podemos citar a acao dos fendlicos presentes no vinho tinto,que sao capazes de inibir a
oxidacao da LDL in vitro. Este fato sustenta a explicacdo para o paradoxo francés,

apesar do alto consumo de lipides, a populacado estudada apresenta boa equalizacao
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dos valores relativos as lipoproteinas, o que foi relacionado ao elevado teor de

flavondides provenientes da dieta'%.

Também o estudo epidemioldgico intitulado
“Zupthen” realizado na Holanda, mostrou a correlagédo inversa entre a incidéncia de
risco de doenca coronariana e o consumo diario de flavondides '®.0s compostos
fendlicos da dieta poderiam inibir a carcinogénese, afetando os eventos moleculares em
todos os estagios do processo, resultando em uma reducédo potencial do risco de
cancer de forma possivelmente mais efetiva do que quando aplicado topicamente ou
injetado®.

Devido a sua propriedade antioxidante os compostos fendlicos podem inativar as
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que desempenham papel importante na
carcinogénese. Outra forma de prevencdo do processo carcinogénico se da pela
estimulagaoda excrecao de substancias xenobidticas e seus intermediarios estranhos
ao organismo, e por isso potencialmentecarcinogénicas. Os fendlicos poderiam também
ter um papel nos estégios mais avang¢ados do desenvolvimento do cancer, se o dano foi
causado e os mecanismos ativos de reparo do DNA falharem, a célula iniciada pode ser
morta por apoptose. Tais compostos tém sido relatados como estimulantes da apoptose
104, 105.

Jardini, (2011) pdde observar em seu estudo uma reducdo na producao de
espécies reativas intracelulares e efeitos sobre a proliferacdo e a viabilidade em 3
linhagens de células (Caco-2, HeLa e MDCK) quando tratadas com extrato aquoso da
polpa de roma e também com a fragdo da polpa'®.

Estudos com frutas do cerrado englobando araticum, lobeira, cagaita, pequi e
banha de galinha, mostraram altissimos conteudos de compostos fendlicos, dotados de
alta capacidade em sequestrar radicais livres do meio "% 1%,

Embora tenham sido realizados diversos estudos comprobatérios da atividade
antioxidante dos &cidos fendlicos in vitro, pouco se sabe a respeito do comportamento
destas substancias in vivo. H4 poucas evidéncias que levam a crer na agcdo destas
substancias no sistema biolégico de forma similar a vitamina C no processo de

regeneracéo do a-tocoferol '%.

3.9- Métodos de Avaliacao da Capacidade Antioxidante



23

Tendo em vista uma rapida avaliagdo da capacidade e eficacia antioxidante de
compostos quimicos ou extratos vegetais, bem como o estudo dos mecanismos de
acdo antioxidante, estdo descritos na literatura diversos trabalhos®® ''%'2, Na maioria
dos casos, correspondem a testes de estabilidade acelerados, em que se determina a
extensdo da oxidacdo de um lipidio usado como substrato''®. A atividade antioxidante
varia de acordo com o tipo de composto e sua concentragdo '3

A determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos, além depredizer o
potencial antioxidante antes de ser ingerido, éessencial para avaliar a protegdo contra a
oxidacdo e a deterioracdo domesmo, reacées que podem levar a diminuicdo da sua
qualidade e do seuvalor nutricional™,

Os métodos que determinam a atividade antioxidante de alimentos
séoclassificados em dois grupos, o primeiro se baseia na captura deradicais livres, e o

segundo, na determinacédo da oxidagdo de uma molécula alvo'"®.

3.9.1- Determinacao da oxidacao de moléculas

A oxidagdo das proteinas pelos radicais livres leva a formacdo de grupos
carbonila, que podem ser detectados pela reagdo com o 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DPPH) ou por técnicas de ELISA.

As técnicas de determinagdo in vitro da oxidacao lipidica tém sido muito
estudadas. Os substratos lipidicos sao diversos: o acido linoléico, os ésteres metilicos
dos acidos graxos e a LDL, outro substrato muito empregado sdo os lipossomos. A
oxidacdo pode ser iniciada pela adicdo de ions metdlicos (Cu®, Fe,"), de AAPH [2,2-
azobis(aminopropano)diidroclorido], de perdxido de hidrogénio, ou ainda pela aplicagao
de calor '"°.

A oxidagao dos acidos graxos insaturados leva a sua quebra, com consequente
formacao, dentre outros compostos, do malonaldeido (MDA), que pode ser determinado
pelo método TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico), no qual se faz
reagir o MDA com o &cido tiobarbiturico para formar um pigmento rosado, que
apresenta um méaximo de absorcédo a 532-535 nm 6.

3.9.2- Determinacao da captura de radicais livres



24

Nos ultimos anos, desenvolveu-se a técnica analitica de espectrometria de
ressonancia de spin de elétrons (ESR). A vida média dessas espécies € muita baixa
(entre 10-9 e alguns segundos), dessa forma ndao se consegue realizar a medida de
forma direta, que é feita acoplando o radical livre a um composto nitroso capaz de, com

115

ele, formar um aduto’ °. O aduto é um complexo estavel e pode ser detectado por ESR.

Esse método ainda é pouco utilizado, em face do alto custo de instrumentagao’''°.

3.9.3- Método do radical ABTS*

Consiste na produgcédo do radical ABTS* a partir do acido 2,2-azino-bis- (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, que é seu precursor. Ele pode ser utilizado tanto para
amostras hidrossollveis quanto lipossoluveis, tornando-o um teste vantajoso e sendo
empregado na analise de compostos extraidos de alimentos, e também em amostras

bioldgicas (Figura 13) """ 118,

!
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Figura 13 - Reducao do ABTSpor um antioxidante e sua formagao pelo perssulfato de potassio.
Fonte: Huang, Ou et al.,(2005)"".

3.9.4- Método ORAC (Capacidade de Absorcao de Radicais deOxigénio)
O método ORAC(capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio) foi

120 & ytiliza como molécula alvodos

desenvolvido por Cao, Alessio e Culter, (1993)
radicais livres de oxigénio as ficobiliproteinas B-ficoeritrinas ou ficoeritrina, que sao
altamente fluorescentes e contém um pigmentovermelho fotorreceptor.

O fundamento do método consiste na medida dodecréscimo da fluorescéncia das
proteinas, como conseqiéncia da perda desua conformidade ao sofrer um dano
oxidativo. O AAPHé responsavel pela geracao do radical livre utilizado, a peroxila. O

antioxidantepadrao utilizado é o Trolox, um analogo hidrossoltvel da vitamina E'?'.
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3.10- Biodisponibilidade dos Compostos Fendlicos
Biodisponibilidade é definido como “a fragcdo de um composto, presente numa

dose ingerida, que alcanca a circulacdo sistémica”'?.

Esta definicdo abarca os
conceitos de absorcdo, metabolizacdo, distribuicdo (tecidual e bioatividade) e de
eliminacdo'®. Tal fracdo é obtida pela mensuracdo das concentracdes no plasma e na
urina dos compostos fendlicos puros ou provenientes de alimentos com composicao
fendlica conhecida. A estrutura quimica é um fator determinante da proporcédo e
extensdo da absorcéo e da natureza dos metabdlitos circulantes no plasma'?.

No momento da ingestdo ndo ocorre uma digestdo prévia (asaliva ndo tem o
poder de realizar essa acao sobre os compostos fendlicos). Alguns compostos, como
oligbmeros de proantocianidinas podem ser quebrados em moléculas menores

(mondmeros e dimeros de epicatequina) por acdo do suco gastrico '%°.

Absorcao

A absorgcdo é dependente do quao disponivel o composto encontra-se para a
liberacdo da matriz e ser absorvido no intestino delgado pelos enterdcitos'?°.

Nas células intestinais ocorrem duas importantes acdes: a deglicosilacao dos
compostos ligados (pelas enzimas glicosidases presentes a mucosa intestinal) e a
glicuronagado do composto fendélico na forma livre a uma molécula de albumina, agéao

que influencia na sua capacidade de difusdo através das membranas bioldgicas®.

Metabolizagdo

Apo6s a absorcado, o composto € transportado para o figado, onde ainda pode
ocorrer a adicdo de um grupo sulfato ou metila, ou mesmo de ambos, por agdo das
enzimas catecol-o-metiltransferase e sulfotransferases, enzimas de fase | e Il ou da
UDP-glicuroniltransferase. Esta etapa tem a funcdo de diminuir a toxicidade do
composto e aumentar seu tempo de circulagao pelo organismo antes da sua eliminagcao
127.

Os acidos fenodlicos sao amplamente conjugados a sulfatos e glicuronatos. De

acordo com a sua estrutura ocorre uma o-metilagédo e glicuronizagao '%.
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O conhecimento da metabolizagdo dos compostos fendlicos ainda ndo é
dominado por completo. A presenga do composto na corrente sanguinea, tal qual na
forma ingerida, € muito baixa e os testes que permitem a sua mensuragao no sangue
ainda ndo sao capazes de detectar com precisdao oscompostos em todas as formas
metabolizadas. Este fator prejudica a avaliagdo do potencial do composto na agéo
antioxidante in vivo "%,

Eliminacao

A estrutura/tamanho da molécula possui influéncia na sua eliminagao'*.

Os compostos fenolicos com elevados pesos moleculares e alto grau de
polimerizagcdo nao sofrem agdo enzimdtica no trato gastrointestinal e ndo sao
absorvidos no intestino delgado, passando ao coélon, onde sao hidrolisados ou
degradados pelas enzimas da microflora col6nica a acidos fendlicos mais simples. A
eliminacdo dos compostos de menor peso molecular é realizada pela urina ou pela bile,
via pela qual os compostos ainda podem chegar ao duodeno e sofrer acao das enzimas
bacterianas(especialmente da [-glicuronidase) e serem reabsorvidos. Por fim, os
compostos fendlicos resistentes a degradagdo pela microflora colénica (como os

taninos insollveis) sdo excretados nas fezes '®'.

3.11- ARoma

Aroma, Punica granatum, ou popularmente denominada de romazeira,
pertencente a familia Punicaceae, e consiste de uma arvore de pequeno porte
caracterizada por um arbusto ramoso ou arvoreta de até 3 m de altura, com folhas
simples, cartaceas, dispostas em grupos de 2 ou 3, e com 4-8 cm de comprimento. A
romazeira também possui flores constituidas de corola vermelho-alaranjada e um célice
esverdeado, duro e coriaceo. Os frutos, do tipo baga, globdides, medem até 12 cm, com
numerosas sementes envolvidas por um arilo réseo, cheio de um liquido adocicado. A
composi¢ao dos frutos é de aproximadamente 3% de sementes, 30% de polpa e 67%

de casca (incluindo a rede de membranas internas) (Figura 14)'%.
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Figura 14 - Flor de romézeira (A), a roma (B), sementes de roma (C), fruto aberto e fechado
com as sementes e albedo a mostra (D).

Em relacdo a producdo mundial os dados séo escassos. O Ira, pais situado na
regido de origem da fruta, contabilizou uma producdo em 2004 de 570 toneladas da
fruta, segundo o Departamento de Agricultura da Georgia. O estado da Califénia
produziu 17 mil toneladas no mesmo ano'®. Segundo dados do CEAGESP da cidade
de Sao Paulo, no Brasil foram comercializadas 165 toneladas da fruta em 2001, 232
toneladas em 2002, 219 toneladas no ano de 2003 e 187 toneladas em 2004. A fruta
apresenta franca expansao na regido semi-arida do pais "**.

Tal fruta € conhecida desde os tempos mais remotos. Punica granatum, L., em
latim, provém de malus punica (maga de Cartago), e granatum, que significa "com
muitos graos". Sua origem é da regido da Asia Ocidental, de onde se espalhou para a
regido do Mediterraneo, Africa e, posteriormente, para a América. A romézeira cresce
em regides éaridas, sua safra da-se entre os meses de setembro a fevereiro. A fruta
pode ser consumida tanto nas formas in natura quanto de produtos derivados
processados como bebidas, doces e outros'®.

S&o encontrados cultivares de roma na China, india, Paquistdo, sudoeste da
América do Norte, Califérnia e México, mas também ¢é cultivada como planta
ornamental e medicinal em jardins e pomares, em praticamente todo o mundo'°.

Ela esta associada a simbologia de vida, longevidade, saude, feminilidade,
fecundidade, conhecimento, imortalidade e espiritualidade, e o fruto apresenta
conhecimento reconhecido por diversas propriedades terapéuticas (Figura 15). Na
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india, a romé& é usada no tratamento do diabetes mellitus, j4 no Brasil, em especial no
Nordeste, a casca da roma é utilizada no tratamento de inflamacdes bucais e da

garganta, e como vermifugo'".
Além dos simbolos conferidos citados acima, no império romano a roma era tida

como um simbolo de riqueza. H& algumas tradicoes e rituais ligadas a fruta em culturas
136

judaicas, cristas, budistas e outras (Figura 16 e 17)

Figura 16 - Dante Gabriel Rossetti. Vénus Verticdrdia, 1864-68.

Nao se sabe ao certo a partir de que data a roma teve inicio no uso medicinal,
porém, um texto cabalistico, intitulado The Book of the Pomegranate (O livro da Roma),

equipara esta fruta ao aspecto feminino da Criacdo'’.
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Figura 17-Sandro Botticelli.A Madona da Romé, 1487.

A roma apresenta diversos compostos bioativos, dentre 0os quais podemos citar:
antocianinas, taninos (punicalagina), compostos fendlicos como delfinidina, cianidina e
pelargonidina, quercetina, acidos fendlicos (cafeico, catequinico, clorogénico, cumarico,
elagico, galico e quinico), compostos antioxidantes que apresentam na sua estrutura
quimica deficiéncia de elétrons, captando facilmente os radicais livres'®.

As antocianinas estao presentes na roma em grande quantidade, o que confere a
fruta uma coloracao rosa caracteristica. Das antocianinas encontradas, os glicésitos da
cianidina e delfinidina estdo presentes na mucilagem, e a pelargonidina é encontrada
somente na casca da fruta. Também compde o suco da fruta, grande quantidade dos
acidos galagico e elagico. Além das antocianinas a roma é rica em: &cido elagico,
isbmeros de punicalagina, diferentes flavonoides (catequinas e epicatequinas;
galocatequinas e epigalocatequinas), acido malico e acido citrico, assim como acido
oxalico, succinico e fumarico em menores teores'®.

Certos compostos bioativos da roma, como os isbmeros de punicalagina, potente
antioxidante, quando sao metabolizados estdo associados ao aumento de &cido
elagico. O &acido elagico é metabolizado pela microflora humana e contribui para
beneficios a salde como composto antioxidante, além de apresentarem

biodisponibilidade e natureza ndo téxica quando consumidos como alimentos



30

processados, a exemplo de suco de roma. A punicalagina se destaca como uma
promissora molécula multifuncional ™.

A casca de roma é rica em compostos fendlicos e as diferencas na sua atividade
antioxidante em relacdo a outras partes da fruta podem ser devidas a distinta
composicdo fendlica destas. Acidos galico, terc-gélico e elagico, ja foram identificados
em suco de roma e acidos hidroxicinamicos, catequinas e picatequinas,
proantocianidinas e antocianidinas, quercetina, kaempeferol, luteolina, naringina,
pulicalina e punicalagina, em suco e casca de roma. Todos esses compostos possuem
atividade antioxidante comprovada'*°.

Diversos estudos in vivo comprovam a atividade antioxidante da roma e seus
beneficios a saude, incluindo: prote¢cdo da mucosa gastrica de ratos alterada por etanol
e aspirina'*" '*2; protecdo do cérebro de ratos neonatais expostos a hipdxia'*;
prevencao do tecido erétil de coelhos machos com disfuncdes'**; acées da glutationa
reduzida, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa-S-
transferase'®; efeitos cardiovasculares do suco em homens, incluindo a reducéo de
|146;

LDL e colesterol tota melhora da hipertenséo sistélica'®’, e redugéo da estenose da

148

artéria carétida'*® E de saber que esta fruta também apresenta propriedades

farmacologicas expressas como atividade anti-inflamatéria e hepatoprotetora, por se
tratar de uma fruta com atividade antioxidante elevada'®.

No ano de 1998 foi publicado o primeiro estudo de atividade antioxidante da
roma in vitro, o mesmo Jornal agora cita 878 novos artigos cientificos relacionados aos
efeitos da roma na saude. Novos trabalhos tém explorado as acdes antioxidantes e a
capacidade, da fruta e seus derivados, em combater bactérias e virus. Muitas outras
doencas impulsionaram estudos em que a acao antioxidante da roméa constituiu o fio
condutor dos efeitos benéficos observados. O entusiasmo da acao positiva ao
organismo, pode ser parcialmente justificada pelos ensaios in vivoa respeito da
impoténcia, da protecdo neuroldgica, na terapéutica do cancer, e seu efeito anti-
aterogénico potencial'".

A vista disso, observa-se nos Ultimos sete anos mais de dez vezes o nimero de
publicacdes indexadas na Medline sobre a roma do que emtodos os anos anteriores a

eles, as acdes farmacologicas dos componentes daPunica granatum sugerem uma
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vasta gama de aplicag¢des clinicas para o tratamento e prevengédo de doengas em que
se acredita que a inflamag&o crénica desempenhem um papel etiolégico fundamental''.

Atualmente muitos trabalhos cientificos sédo feitos estudando as propriedades
medicinais da romazeira, entretanto, ha ainda poucos estudos etnobotanicos, de
farmacognosia e toxicolégicos suficientes para elucidar os mecanisme zao e

efeitos dos constituintes quimicos derivados da roma'*°.

4- OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o efeito da suplementacdo com o
extrato etanodlico de polpa da Roma (Punica granatumlL.) na resposta antioxidante em
ratos submetidos a exercicio fisico até a exaustao.

Os objetivos especificos foram:

. Quantificar o conteudo de compostos redutores totais do extrato;

o Avaliar o potencial de inibicdo da oxidagdo destes compostos
redutores utilizando dois diferentes sistemas in vitro: o teste do ABTS e o teste
de capacidade de absor¢ao do radical oxigénio (ORAC);

o Avaliar a agdo antioxidante de duas doses do extrato na resposta
antioxidante em animais submetidos a natacdo exaustiva;

o Avaliar a correlagdo dos marcadores de estresse oxidativo com a

atividade antioxidante in vitro investigada.

5- MATERIAL E METODO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Alimentos Funcionais da
Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA) do Departamento Nutricdo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Laboratério de Genética Bioquimica de Plantas
da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz da Universidade de Sao Paulo (USP)
no periodo de Maio a Novembro de 2013.

5.1 — Aprovacido do Comité de Etica
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Todos os procedimentos desse estudo foram submetidos ao Comité de Etica na
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Campinas, protocolado sob o
nimero 2869-1 e conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal —
COBEA, (2009)"° (Anexo 01).

5.2 - Tipo de Delineamento
Este trabalho foi do tipo ensaio controlado e randomizado, por se tratar de um
estudo em que a amostra sadia foi distribuida aleatoriamente para os grupos controle e

de intervenco, descritos posteriormente °'.

5.3- Avaliacao da Atividade antioxidante in vitro da polpa da roma
5.3.1- Amostra

Frutas

As frutas consideradas “comerciais” foram adquiridas no més de Abril de 2013,
na Central de Abastecimento de Campinas (CEASA) da cidade de Campinas,
provenientes de um sitio préximo a cidade de Mirando6polis(Figura 18). O agricultor
afirma plantar a fruta visando a comercializagdo, no sitio existem 8 romazeiros.Ja as
romas consideradas “de cultivo doméstico” foram doadas por um morador da cidade de
Monte Verde-MG no més de Maio do mesmo ano, 0 mesmo cultiva apenas um
romazeiro no pomar de sua casa.

Os frutos usados na suplementacao dos animais foram os comerciais, e os de
cultivo doméstico foram empregados na pesquisa apenas na avaliacdo da capacidade

antioxidante para comparacao entre os cultivos (doméstico e comercial).
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Figura 18 - Frutos provenientes do CEASA.

Fonte: Dos autores, 2013.

Apés a aquisicao dos frutos, eles foram transportados em caixas isotérmicas
para o Laboratério da UNICAMP do Departamento de Nutricado, Campus de Limeira-SP.

As romas passaram por um processo de selecdo manual e visual, com o objetivo
de eliminar frutas estragadas e com estagio de maturagao diferente do desejado(Figura
19).

As frutas selecionadas foram higienizadas mediante lavagem das mesmas em
agua potavel corrente, e abertas a temperatura ambiente (+23°C),com a ajuda de facas,
retirando-se a parte interna (polpa e semente) que foi colocada sobre uma peneira
plastica, posicionada sobre um béquer de 500mL envolto em papel aluminio,
protegendo-o da luz.O material foi friccionado contra a peneira com a ajuda de um
pistilo, separando a polpa das sementes. A polpa foi congelada para posterior
liofilizac&o.
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Figura 19 - Parte interna da fruta.

Fonte: Dos autores, 2013.

Liofilizacdo

O processo de liofilizagao foi realizado em liofilizador sob pressao variavel, na
faixa de 200bar a uma temperatura de 60°C (liofilizador Edwards,modelo EC- Super
Modulyo (Crawley- UK)) com duragédo média de 24 horas.

A polpa liofilizada foi acondicionada em congelador a temperatura de -18 °C em
sacos de polietileno com revestimento de folha de aluminio visando a protecao da luz.

5.3.2-Preparacao do extrato etandlico da polpa da roma

O extrato etandlico da polpa de roma comercial e doméstica foi preparado em
tubos falcon, a partir de 3 gramas de cada PRL (polpa da roma liofilizada), com a adicao
de 30 mL de etanol (80%) nos respectivos tubos (um tubo para cada tipo de cultivo). A
extracdo foi feita em banho de ultrassom a 39°C por 15 minutos. Em seguida, os
extratos foram centrifugados (TDL80-2B, Centribio®) a 5000 rpm, durante 10 minutos a
4°C e posteriormentefiltrados ao abrigo da luz para a obtencdo do extrato alcodlico
(Figura 20).

Em todos os métodos de avaliagdo da atividade antioxidante foi primeiro
calculado o valor da atividade do extrato etandlico, e entdo corrigido o valor pelo fator
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da extragdo (extrato foi feito com 1 g de polpa liofilizada em 30 ml de etanol 80%), e
pelo fator da diluicao do extrato utilizado nas andlises.

Figura 20 - Obtencao do extrato alcodlico.
Fonte: Dos autores, 2013.

5.3.3- Quantificacao dos fenodlicos totais

Foi realizada a analise do teor de compostos fendlicos totais da polpa
liofilizada,do cultivo doméstico e do cultivo comercial, pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer et al., (1999)'°2. O reagente de
Folin-Ciocalteau é uma solugdo complexa de ions poliméricos formados a partir de
heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente oxida os fenolatos,
reduzindo os acidos a um complexo azul ™.

Os extratos obtidos foram diluidos na proporcao de 1:50 e uma aliquota de 20 pL
da amostra foi transferida para a microplaca e adicionado 100uL da solugédo Folin-
Ciocalteau diluido em agua destilada na proporcao de 1:10. A mistura permaneceu em
repouso durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 75uL da solucédo carbonato

de s6dio 4% e os tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A
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absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Spectronic® 20 Genesys TM
(Rochester, USA)), a 740 nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas mesmas
condigbes. O acido galico foi utilizado como padrao nas concentragdes de 20, 40, 60,
80, 100 e 120 ug/L para construir uma curva de calibragdo (Figura 21). A partir da reta
obtida, foi realizado o calculo do teor de fendlicos totais do extrato e convertido o valor
para gramas de polpa liofilizada, os resultados foram expressos em equivalente de

acido galico (mg AG/g polpa liofilizada).

Cuva Padrao
140 -
120 -
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Figura 21 - Curva de calibragcéao do &cido galico para o calculo do teor de compostos

fendlicos totais.

5.3.4- Determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS"*

Dentre os métodos quimicos utilizados para se determinar a atividade
antioxidante pelo sequestro de radicais livres, o método ABTS" [2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] é um dos mais rapidos e que oferece resultados
reprodutiveis, além de outras vantagens como oferecer varios maximos de absorcao e
boa solubilidade, permitindo a andlise de compostos tanto de natureza lipofilica quanto
hidrofilica **. A metodologia usada foi conforme desctito por Re et al., (1999)'*°.



37

O radical ABTS" foi formado pela reagdo do ABTS™ (7 mM) com persulfato de
potassio (140 mM) e incubados a temperatura de 25 °C, no escuro, durante 12 horas.
Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol até a obtencao do valor de
absorbéancia de 0,700 nm = 0,200 nm a 734 nm.

A partir de cada extrato etandlico da polpa (comercial e doméstica), foram
preparadas trés diluicdes diferentes (1:10, 1:50, 1:100) na tentativa de averiguar qual
diluicdo se mostrava mais apropriada dentro da faixa linear do método, dessa forma
optou-se por usar a diluicdo 1:100. Em ambiente escuro transferiu-se uma aliquota de
20 pL de cada diluicdo de cada extrato para microplaca e foi adicionado220 uL do
radical ABTS". As absorbancias foram lidas a A=734 nm, apés 6 minutos da reacao,
utilizando o etanol como branco. Com os dados dos extratos foi calculado a atividade
antioxidante da PRL.

Como referéncia utilizou-se o Trolox, um antioxidante sintético andlogo a
vitamina E, nas concentragbes de 12,5 a 200 uyM (Figura 22). Os resultados da
atividade antioxidante foram expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao

Trolox).

250 - ~
Curva Padrao
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= R2=0.9971
=]
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Figura 22 - Curva de calibragdo do Trolox.
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5.3.5- Determinacdo da atividade antioxidante pelo método ORAC
(capacidade de absorc¢ao do radical de oxigénio)

Foi desenvolvido por Cao e Prior, (1999) '

que se basearam no trabalho de
Glazer, (1990) ™’. Tal método utiliza como molécula alvo dos radicais livres de oxigénio
as ficobiliproteinas B-ficoeritrinas ou R- ficoeritrina, altamente fluorescentes, que contém
um pigmento vermelho fotorreceptor. O método baseia-se na medida do decréscimo da
fluorescéncia das proteinas como consequéncia da perda de sua conformidade ao
sofrer dano oxidativo '*®.

A fluoresceina foi preparada a partir da solugdo estoque de 15,3 mg/10 mL
(4,066 nM). A partir dessa solugdo foi preparada a solugcdo trabalho, diluida na
propor¢do 1:80.Para o desenvolvimento dessa analise, foi feita uma solugdo tampéao
fosfato de concentracdao 75 mM, com pH igual a 7,4. Anterior ao ensaio final, foram
realizados testes com 3 diluicées (1:10, 1:50, 1:100) de cada extrato etandlico com o
objetivo de obter a concentragdo no qual o método pudesse refletir a melhor
sensibilidade ao método, sendo definida a diluicdo 1:100. A partir deste ensaio, em
cada pogo da microplaca (preta) foram colocados 20 yL de cada extratoetandlico de
polpa de roma (1:100), 60 pL da solucao trabalho de fluoresceina, 110 yL da solucao
trabalho de AAPH na concentracdao de 76 mM e 10 pL de tampao fosfato para
completar o volume de 200 pL. A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas
Spectra Max-M3 (Molecular Devices) durante uma hora e meia e em intervalos de 1
minuto.

O comprimento de onda para a emissao foi de 528 nm, e o de excitacao de 485
nm. O branco foi constituido de 200 pL de etanol (80%), sendo que o controle foi feito
com 20 pL de etanol (80%), 10 pL de tampao, 60 uL de fluoresceina e 110 yL de AAPH.

Apos isso, a area abaixo da curva (AUC) de cada poco foi calculada pela equacéo (1).

AUC = 1+ (f1 +12+13+...+ﬁ/’0) (1)
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Onde f0 é a fluorescéncia relativa ao tempo 0, e fi a fluorescéncia relativa ao
tempo final de leitura. A AUC,¢té calculada pela subtracao da AUC do branco, do valor

da AUC do extrato ou padréo, segundo a equagao (2).

AUCnet= AUCextrato/padrélo - AUCbranco (2)

O valor ORAC foi calculado por meio da regressao linear e com base nos valores
da AUC do Trolox e expresso em equivalentes ao Trolox (umol de equivalentes de
Trolox por grama de amostra). As analises foram realizadas em triplicata. O valor final
ORAC do extrato foi corrigido pelo fator diluicao e extracao para chegar ao valor ORAC
da PRL.

As amostras com maior valor ORAC apresentam maior capacidade antioxidante,

sendo que seus indices estimam o contelido capaz de inativaros radicais livres .

5.4- Avaliacao da atividade antioxidante in vivo
5.4.1 — Amostra

Animais

Os animais foram recebidos, procedentes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas, com 29 dias de vida e entdo alocados em 5
animais por caixa. Quando completaram 3 meses de vida os mesmos foram separados
em grupos na tentativa de obter pesos semelhantes, e entdo passaram a receber o
tratamento, que sera descrito mais adiante. Aos 4 meses de vida estes animais
passaram pela adaptagcdo ao meio liquido, seguida do teste de exaustdo e entdo a

eutanasia.

Condigées de Manutengao dos Animais no Biotério

Os animais foram mantidos em gaiolas,dispostas em 3 niveis numa estante,
sendo 2 gaiolas em cada nivel, com uma distancia de 20 cm entre si, em ambiente com
temperatura controlada (22-24°C) e foto-periodo com ciclo normal de 12 horas

(claro/escuro).
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A troca do material de cama dos ratos acontecia a cada dois dias, a fim de

garantir condi¢des sanitarias adequadas.

Para todos os animais foi fornecida uma dieta equilibrada para ratos. Agua e

racao foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.

Peso Corporal

Os animais eram pesados semanalmente em balanca semi-analitica estabilizada

(Mettler MP 1210) para avaliar o ganho de peso durante todo o periodo experimental.

5.4.2 — Racao Comercial

Os animais receberam racao comercial para ratos da marca Nuvilab® ad libitum,
assim como a agua. A ragao Nuvilab® € apropriada para a nutricdo dos animais que
foram utilizados neste experimento, sendo amplamente utilizada nos biotérios da

UNICAMP. A tabela abaixo mostra as caracteristicas nutricionais da rac¢ao:

Tabela 4 - Especificacdes da racdo comercial Nuvilab®.

Niveis de garantia por quilograma do produto

Enriquecimento por quilograma do

produto
Percentual Elementos Minerais Quantidade
Umidade (méx) 12,50 % Ferro 50 mg
Proteina Bruta (min) 22,00% Zinco 60 mg
Extrato Etéreo (min) 5,00% Cobre 10 mg
Matéria Mineral (m4x) 10,00% Todo 2 mg
Matéria Fibrosa (max) 8,00% Manganés 60 mg
Célcio (max) 1,40% Selénio 0,05 mg
Fésforo (min) 0,60% Cobalto 1,5 mg
Vitaminas Quantidade
A 13.000 UI
D3 2.000 UI
Bl 5 mg
B12 22 mcg
B2 6 mg
B6 7 mg
E 34 mg
K3 3 mg
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Niacina 60 mg
Biotina 0,05 mg
Acido Félico 1 mg
Acido Pantoténico 21 mg
Colina 650 mg

Fonte: Nuvilab®, ragao para animais de laboratério (embalagem 20 kg). Legenda: max —
maximo, min — minimo, Ul — unidades internacionais, mg — miligramas, g — gramas e mcg —
microgramas.

5.4.3- Grupos Experimentais

Para o estudo foram utilizados 39 ratos adultos, machos, com idade de4 meses
de vidae massa corporal de 404,32 + 18,17g (média + desvio padrdo)(Tabelab).

Tabela 5 — Descricdo dos grupos experimentais.

Descricao dos grupos experimentais

Grupos

. . Adaptacio ao meio liquido Teste de exaustdo Numero da Amostra
Experimentais
CTL + - n=9
DI + + n=10
DI + + n=10
NAT + + n=10

Fonte: Dos autores, 2013.

Legenda: (-) ausente (+) presente.

Foi feita a identificagdo com numeragéo nas costas do rato utilizando tintura para
cabelo para facilitar o manejo dos dados (Figura 24). Os procedimentos e cuidados
realizados tiveram como base o Guide to the care and use of experimental animals .

Os grupos experimentais que realizaram o teste de exaustdo eram compostos
por 10 ratos, e o grupo controle por 9 ratos, como segue abaixo:

- Grupo controle (CTL)- grupo que o fator testado nao foi aplicado: os ratos nao

receberam a suplementacao e ndo realizaram o teste de exaustao;
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- Grupo (DI)- grupo suplementado com uma dose | por 15 dias: os ratos
receberam suplementagdo com 0,875 mmol de polifendis/dia diluido na &gua de
consumo durante15 dias consecutivos e realizaram o teste de exaustao;

- Grupo (Dll)- grupo suplementado com uma dose Il por 15 dias: os ratos
receberam suplementagdo com 1,75 mmol de polifendis/dia diluido na agua de
consumo durante15 dias consecutivos e realizaram o teste de exaustao;

- Grupo natacao (NAT)- os ratos ndo receberam a suplementacao e realizaram o
teste de exaustéo.

A dose foi usada com base em estudos anteriores que demonstraram o efeito
antioxidante do suco de roma " '®2_ O volume de 4gua de consumo dos animais foi
definido em teste prévio que avaliou a ingestao de liquido noturna dos ratos. A dose de
extrato etandlico de polpa de roma era ministrada no periodo noturno, momento de
maior consumo de liquido dos animais. Dessa forma, era convertido a quantidade em
mmol de polifendis para ml de extrato e adicionado a agua dos ratos as 18 horas. A
cada manha foi avaliado o consumo da agua suplementada com o extrato e realizado o
preenchimento dos bebedouros com agua para o livre consumo.

O exercicio de natacao foi empregado na pesquisa visando avaliar os efeitos da
suplementacido do extrato de polpa de roma sobre estresse oxidativo induzido pelo

exercio (Figura 23).
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Figura 23 - Organograma demonstrativo da distribuicdo dos grupos experimentais.

Fonte: Dos autores, 2013.

5.4.4- Protocolo de adaptacao ao meio liquido e ao exercicio fisico

exaustivo

A adaptacado ao meio liquido foi realizada com sete dias de antecedéncia ao

teste de exaustao. Foi utilizado o protocolo adaptado de Gobattoet al., (2001)

26).

'®3(Figura

A atividade foi realizada em aquario de vidro de 55 cm x 41 cm (altura x

diametro), dividido em 4 compartimentos, durante 7 dias, com carga adicional no ultimo

dia, com a pratica de 1 animal por container, com temperatura da agua de 31 + 2 °C
mantida por um ebulidor mergulhdo (2000 W, 127 V, Cherubino®) (Tabela 6).
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A temperatura da agua foi mantida ao redor de 31 + 2 °C, por ser considerada

termicamente neutra para este modelo animal '®*.

Tabela 6 - Protocolo de adaptacao ao meio liquido.

DIA TEMPO DE PROFUNDIDADE TEMPERATURA

ATIVIDADE (min) (cm) °0)
1 5 5 3142
2 10 10 3142
3 15 40 31+2
4 15 40 3142
5 15 40 3142
6 15 40 31+2
7 15 40 3142

Fonte: Dos autores, 2013.

Legenda: min — minutos; cm — centimetros; °C — graus Celsius.

As sessbes de adaptacao foram realizadas sempre no mesmo periodo do dia,
entre 10 e 11horas da manha. Todos o0s animais passaram pela adaptacao, inclusive os

controles.

5.4.5- Protocolo de exercicio fisico exaustivo

O protocolo de exercicio exaustivo foi aplicado nos grupos DI, DIl e NAT, 24
horas apds o término do ultimo dia de adaptagdo ao meio liquido, e realizado no
periodo da manha (10 e 11 horas da manha), horario este que os animais ja estavam
habituados a realizarem o manejo.

Foi utilizado o protocolo modificado, descrito por Aradjo et al.,(2007)'®°. Era preso
a cauda dos ratos anéis de chumbo com 3% do seu peso corporal, € apds, 0s mesmos
foram colocados em um tanque de natacao (aquario de vidro - 55 cm x 41 cm (altura x
diametro) subdivido em 4 compartimentos individualizados com 40 cm de profundidade
da agua para impedir que os animais se apoiassem no fundo do aquario) com agua
fresca e pré-aquecida (Figura 27).

A temperatura da 4gua foi de 31 + 2 °C, mantida por um ebulidor mergulhdo
(2000 W, 127 V, Cherubino®), como o realizado no protocolo de adaptacdo. A
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temperatura ao redor de 31 + 2 °C, considerada por termicamente neutra, evita que a
imersao em agua fria amenize a elevagcao da temperatura que acompanha o exercicio
ou que o estresse térmico possa interferir nos resultados, conforme ja verificado em
outros estudos'®®: 167 160,

O nivel de exaustao foi definido pela incapacidade de manutencao do animal na

superficie com as narinas fora da agua por dez segundos'®’

. Os ratos foram removidos,
apds o periodo de esgotamento. Este procedimento foi realizado sempre pelo mesmo

avaliador.

5.4.6-Eutanasia

Ap6s o término da determinacdo do nivel de exaustdo, os animais foram
imediatamente retirados da agua com uma peneira, secos,e entdo transferidos para
uma sala com temperatura controlada (28+2 °C),evitando assim o estresse do animal
pela diferenca de temperatura da agua. Nesta sala os animais permaneciam por uma
hora.

Posteriormente estes eram anestesiados com a administragdo de uma
associacao de cloridrato de Ketamina (Dopalen, Vetbrands®) e cloridrato de Xilazina
(Anasedan, Vetbrands®), nas dosagens 60 mg/kg e 40 mg/kg, respectivamente, por via
intraperitoneal no quadrante inferior direito visando alcancar rapidamente o estado de
inconsciéncia e assegurar a insensibilidade maxima do animal a dor durante todo o
procedimento '8 169,

Ao se constatar a auséncia do reflexo cérneo-palpebral e do reflexo de retirada
ao estimulo doloroso por preensédo da pata traseira, foi considerado que o animal esta
anestesiado segundo Bento et al., (2002)'"°.

Vale ressaltar que a eutanasia do grupo nao treinado (CTL) foi conduzida um dia
apds 0s grupos que realizaram o teste de exaustao, com o intuito de otimizar o tempo

total do procedimento.

5.4.7- Coleta e preparo das amostras bioldgicas
Inicialmente foi realizada anti-sepsia com alcool a 70%na regiao anterior do

abdémen '"°(Figura 28).
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O sangue foi coletado por pungdo na veia cava inferior, com uma seringa
previamente rincada com heparina sédica 5.000Ul mL (Liquemine®)de 10 ml, e, apds 1
hora da coleta, 0 mesmo era centrifugado (TDL80-2B, Centribio®) a 5000 rpm, durante
10 minutos a 4°C para separacao do soro. O sobrenadante, correspondente ao plasma
sanguineo, foi aliquotado em tubos de eppendorfs (Eppendorf AG, modelo 5418R) e
armazenados a -80 °C para posteriores analises.

O musculo gastrocnémio das patas direita e esquerda foi coletado em todos os
animais. Apdés a anti-sepsia com alcool 70% das patas traseiras, a exposicdo do
musculo foi feita através de uma incisao longitudinal anterior na pata do animal, desde o
1/3 médio da perna até a regido inguinal direita.Apds a visualizagdo era realizada a
dissecagao do gastrocnémio desde a origem até a insercao (Figura 29).

O tecido foi entdolavado em solugéo salina 0,9%, embrulhado em papel aluminio,
armazenado 3 -80°C e destinado & posterior dosagem dos parametros bioquimicos '"".

O mesmo procedimento de coleta e armazenamento ocorreu com o figado(Figura
30).

5.4.8- Determinacao da peroxidacao de lipideos e dos niveis de peréxido de
hidrogénio do tecido muscular e do plasma

Determinacédo da peroxidacao de lipideos

A peroxidacdo de lipideos foi determinada através da producdo de
metabolitos reativos ao acido 2-tiobarbitdrico (TBA), principalmente o malonaldeido
(MDA), segundo Heath e Packer, (1968) '"2. Amostras contendo 0,3 g de musculo
gastrocnémio ou 0,3 ml de plasma foram maceradas em Polytron PTA 20S (modelo PT
10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA), no caso do plasma foram
homogeneizadas, em 5 mL de TCA (&cido tricloroacético) 0,1%, e apds a completa
homogeneizacao, foram transferidas para tubos e centrifugadas a 10.000 rpm por 5
minutos a 4° C. Do sobrenadante, foram retirados 250 uL e transferidos para outros
tubos juntamente com 1 mL de solugédo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi
colocada em banho-seco por 30 minutos, a 95°C e resfriada em banho de gelo, na

sequéncia. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm para retirar a
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espuma. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin Elmer) a 535
e 600 nm. A concentragcdo de MDA, em nmol/g de massa fresca, foi calculada de
acordo com o coeficiente de extingdo da reagao:

nmolMDA = [(Agys — Agy) /1550001 % 10°

Determinacédo dos niveis de peroxido de hidrogénio

O conteudo de peréxido de hidrogénio (H2.O,) foi determinado através da reacao
com iodeto de potassio (Kl), segundo Alexieva et al., (2001) '"®. As amostras, (muUsculo
gastrocnémio e plasma) passaram pelo mesmo processo da determinacao de
peroxidagédo de lipideos até a centrifugagdo a 10.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. Do
sobrenadante, foram retirados 200 pL aos quais foram adicionados 200 uL de tampéao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdao 1 M de KI. O branco consistiu
na mesma mistura descrita acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra,
colocou-se 200 pL de TCA 0,1%. Os tubos com a reagéao foram colocados em banho de
gelo e permaneceram no escuro durante uma hora. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro (Lambda 40, Perkin Elmer) a 390 nm. A quantidade de H,O, foi
expressa em pmol/g de tecido fresco utilizando-se da curva de calibragcdo com

concentragdes conhecidas de peroxido de hidrogénio.
5.4.9- Determinacao das enzimas antioxidantes do tecido hepatico

Extragdo de proteinas soluveis totais

As amostras do tecidohepatico congelado foram maceradas (3 g) e
homogeneizadas em de tampao fosfato de potassio (100 mg de tecido/mL de tampao
fosfato de potassio)100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM EDTA e 3 mM DTT .0
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minuto a 4°C (J2-MC, Beckman).
O sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado em freezer -80°C até o momento

das analises.

Determinag&o de proteina soluveis totais
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A concentragdo das proteinas soluveis totais da amostra foi determinada
espectrofotometricamente a 595 nm (Lambda 40, Perkin EImer), segundo o método de
Bradford, (1976) '°, utilizando-se o BSA (bovine serum albumin) como padrdo. Os

resultados foram expressos em mg proteinas/mL.

Atividade das enzimas antioxidantes

Para os ensaios enzimaticos foram utilizados extratos protéicos provenientes dos
tecido hepatico estocados em freezer a -80°C. Foram realizados ensaios de atividade
especifica das enzimas: Superoxido Dismutase (SOD), Isoformas da SOD, Catalase
(CAT), e Glutationa Redutase (GR) em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes
(PAGE),e, Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Redutase (GR) e
Glutationa-S-Transferase (GST) em espectrofotdmetro.

5.4.10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em sistema nao desnaturante
e por espectrofotometria

Perfil Isoenzimatico

Os perfis eletroforéticos foram realizados segundo Alfenas,(2006)'"®

usandogéis
de poliacrilamida e as revelacdes foram especificas para cada enzimadeste estudo.As
analises de eletroforese foram feitas em sistemas de tampao descontinuo baseados
nométodo de Laemmli (1970) 77

(Figura 24).

utilizando-se o sistema mini-gel vertical (8,3 x 10,2 cm)
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Figura 24 - Sistema mini-gel vertical.

Fonte: Dos autores, 2013.

O sistemapara gel ndo desnaturante foi constituido por um gel de corrida de
percentual variante dependente da enzima analisada e outro de empacotamento com
concentragao de 5%. Como catalisador da reagédo de polimerizacaofoi usado 25 uL de
TEMED (Invitrogen) e 50 ul de persulfato de aménio (PA) a 10%. O tampao decorrida
foi constituido por Tris 25 mM e glicina 192 mM'’®,

5.4.10.1 Atividade da superoxido dismutase (SOD) em gel nao desnaturante
(PAGE)

A atividade da SOD foi determinada em gel nao desnaturante (PAGE) através
dos extratos do tecido hepético, cujas proteinas foram separadas por eletroforese em
gel a 12% de poliacrilamida. Foi utilizado o sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). O gel
possuia espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3 cm. Para a confec¢ao de
um mini gel foram utilizados 3,0 mL de uma solugdo 12% de acrilamida, 2,5 mL de
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tampéo Tris3 Mcom pH 8,9, e 4,5 mL de agua deionizada. Como catalisadores foram
utilizados 19 puL de TEMED e 25 uL de PA 1%.

Apoés a polimerizacao desse gel de resolucao (cerca de 30 minutos), foi aplicado
0 gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 pL de acrilamida a 12%, 1,25 mL
tampao Tris 500 mM, pH 6,7, e 2,75 mL de agua deionizada. Para a polimerizacao
foram utilizados 10 uL de TEMED e 50 uL de PA 1%'"".

A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 15 mA/gel. O tampéao
de eletrodo constituiu da mistura entre Tris25 mM, pH 8,3 e glicina 192 mM. Para cada
gel foram aplicadas amostras de padrao de SOD de figado de boi (Sigma) (2 unidades)
e 50 ug de proteina do extrato hepatico de cada amostra referente a cada tratamento.
Apoés a separagao das proteinas por eletroforese, a atividade da SOD foi determinada
de acordo com Beuchamp e Fridovich, (1971)'7®.

Revelagéao dos géis:posteriormente a corrida eletroforética, os géis foram lavados
rapidamente em agua deionizada e incubados no escuro a temperatura ambiente em
uma mistura contendo tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,8, EDTA 1 mM,
riboflavina 0,05 mM, NBT 0,1 mM e 0,3% TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de
reacao foi descartada, os géis passados em agua deionizada e colocados diretamente
sob iluminacdo por alguns minutos até o aparecimento de bandas brancas sob fundo
roxo. Nestas condicbes ocorre a fotoxidacdo do gel. A riboflavina, por fotdlise, é
reduzida na presenca do TEMED (substancia oxidante), em seguida, providencia um
elétron para o O,, resultando em ion superéxido, O,, o qual atua como redutor do

composto NBT (incolor) para o blue formazana'’®

. Com isto, ocorre a formacgao de uma
coloracao purpura no gel e as bandas correspondentes a atividade da SOD pela
eliminacdo do radical superéxido, permanecem sem coloracao (ou sem se fotoxidar),
promovendo uma revelagdo negativa. A fotoxidagao foi interrompida mergulhando-se o
gel em solucdo de &cido acético (7%) por 15 minutos'’’. Os géis foram documentados

no Image Scanner (Amersham Biosciences).

Atividade da SOD em espectrofotbmetro
A atividade da SOD foi determinada como descrito por Giannopolitis &
Ries, (1977) '"°.
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Em espectrofotébmetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da SOD foi
determinada pela adicao de 50 uL do extrato enzimatico bruto a 5 mL de meio de
reacdo constituido de tampao fosfato de sédio 50 mmol.L™", pH 7,8, contendo metionina
13 mmol.L”", NBT 75 pmol.L"", EDTA 0,1 mmol.L™ e riboflavina 2 pmol.L". A reagéo foi
conduzida a 25 °C, numa camara de reacao, sob iluminagdo de lampada fluorescente
de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apés 5 minutos
de exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e o composto blue formazana,
produzido pela fotorredugdo do NBT, foi medido a 560 nm. Um meio de reacéo
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de
branco e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminagcdo. Os resultados
foram expressos em U SOD/mg de proteina.

5.4.10.2 Atividade da catalase (CAT) em gel nao desnaturante (PAGE)

A atividade da CAT foi determinada em gel ndo desnaturante (PAGE) através
dos extratos do tecido hepatico para determinar o perfil isoenzimatico desta enzima.

Foi adicionado tampao de amostra (0,3M Tris, 28% glicerol 0,036% azul de
bromofenol) ao extrato (50 ug de proteina do extrato hepatico) na proporgéo 4:1. A
eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 20 mA por placa num gel a
8% de concentracao. Para cada gel foi aplicado um padrao de CAT de figado bovino (2
unidades). A revelacdo para atividade de CAT foi realizada apos a lavagem do gel em
agua deionizada (3 x 15 minutos) e incubagdo do mesmo por 10 minutos em H2O,
0,003%, a temperatura ambiente, com agitacdo suave e constante. Apés este periodo,
o gel foi rapidamente lavado em agua deionizada e colocado por 10 minutos em uma
solucao de FeCl; 1% (P/V) e KoFe(CN)g 1% (P/V) sempre com agitacao suave. Em
seguida, a solucédo foi retirada e o gel lavado com &gua deionizada. A fixacao foi
realizada com solugéo de acido acético (7%)'®°.

Os géis foram documentados no Image Scanner (Amersham Biosciences).

Atividade da catalase (CAT) em espectrofotémetro

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Mickerse e Fletcher,

(1995)'®" com algumas modificacdes conforme Azevedo et al., (1998)'82.
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Em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da catalase foi
determinada a 25°C em solugcao de reacao formada por 10 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de peroxido de hidrogénio (solugdo de 0,25%)
preparada imediatamente antes do uso. A reacgéo foi iniciada pela adicao de 25 pL do
extrato protéico (hepético) a mistura de reacao e a atividade enzimatica foi determinada
seguindo a decomposi¢ao de peroxido de hidrogénio (H2Oz) por 1 minuto, através das
alteragdes na absorbancia a 240 nm em cubetas de quartzo. Os resultados foram

expressos em pumol/minuto/mg de proteina.

5.4.10.3 Atividade da glutationa redutase (GR) em gel nao desnaturante
(PAGE)

A revelagao para atividade de GR foi determinada como descrito por Gomes
Junior et al., (2006)'®. Foi feita a eletroforese em PAGE ndo desnaturante (9%)
utilizando como padrédo 0,25 unidades de GR Bovino. A eletroforese foi desenvolvida a
corrente constante de 20 mA por placa, os géis foram lavados com agua destilada e
incubados a temperatura ambiente, em uma solucdo de 0,25 M de TRIS em pH 7,5; 0,5
mM de MTT; 0,7 mM de DPIP; 3,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH. Apds o aparecimento
das bandas a reacao foi interrompida mergulhando o gel em uma solugdo de acido
acético a 7%.

Os géis foram documentados no Image Scanner (Amersham Biosciences).

Atividade da glutationa redutase (GR) em espectrofotémetro

A atividade da GR foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al.,
(2006)'®® com algumas modificacées.

Em espectrofotémetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da GR foi
determinada a 30°C em uma mistura de reagao consistindo de 1 mL tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), 500 uL de DTNB 1 mM, 100 uL de GSSG 1 mM e 100 uL de
NADPH 0,1 mM. A reacao foi iniciada pela adicao de 50 uL do extrato protéico hepatico
a mistura de reacdo e monitorada por 1 minuto através da reducao da glutationa
oxidada a 412 nm. A glutationa reduzida, por sua vez, reduz o composto DTNB,
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queconstitui um cromoéforo amarelo, dando a coloragdo caracteristica do ensaio. Os

valores de atividade da GR foram expressos em umol/minuto/mg de proteina.

5.4.10.4- Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)em espectrofotometro

A atividade da glutationa-S-transferase foi medida espectrofotometricamente em
340 nm, de acordo com Habig, Keen et al., (1975) '®*. As GSTs catalisam a reacéo de
conjugagao do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida
(GSH), formando um tioéter que pode sermedido pelo aumento de absorbancia através
da leitura em cubetas de quartzo.

A amostra foi adicionada em um meio contendo CDNB (0,1 M), GSH (0,1 M), e
tampéao fosfato (0,1 M e pH 7,0), sendo que na cubeta de referéncia o volume de
amostra foi substituido por tampao fosfato 0,1 M com pH 7,0.

A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro em triplicatas com comprimento de
onda de 340nm, durante 3 minutos.Para o célculo da atividade foi utilizado o coeficiente
de extingao molar (¢) de 9,6 mM-1cm-1 e a atividade enzimatica foi expressa em pmol
de CDNB conjugado/min/mg proteina (1 unidade GST = 1 umol/min).

5.5-Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao.

Os valores obtidos foram tabulados através do programa Excel e testados para
diferenca entre as médias pelo teste t para amostras nao pareadas com pés-teste de
ANOVA.

Foi previamente estabelecido o nivel de significancia alfa=0,05, portanto admitiu-
se a margem de erro de 5% e a confiabilidade de 95% na tomada de decisdo de
rejeitar a hipdtese nula.

Para as analises dos dados foi empregado o software de analise estatistica
Sigma StatStat 3.5.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises in vitro da atividade antioxidante da Polpa de Roma
Liofilizada(PRL)

6.1- Andlise de compostos fendlicos totais daPRL

Com o objetivo de estimar a presenca de compostos com capacidade redutora,
foi realizado o ensaio com o reagente de Folin Ciocalteau. Os resultados do ensaio séo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da anélise de fendlicos totais daPRL.

Fenolicos Totais

(Equivalentes Acido Gilico - mg/g de PRL)

Média DP
Escala Comercial 6,815* 0,121
Cultivo Doméstico 8,123 0,225

Resultados expressos em média + desvio-padrao, n = 6.

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05 ) (P = 0,003).

De acordo com os resultados, a polpa de roma liofilizada (PRL) das frutas de
cultivo doméstico apresentaram conteudo significativamente maior de compostos
redutores (8,123 + 0,225 mg de eq. Acido Galico/lg de PRL) em relagdo & fruta
produzida em escala comercial (6,815 + 0,121 mg de eq. Acido Galico/g de PRL).

O estudo deJardini e Mancini Filho,(2007) '* determinou 64,09% + 1,16 de
umidade na polpa. Assim, o teor calculado em base seca da polpa liofilizada em po6
apresenta maior concentragdo de calorias, fibras, carboidratos totais, lipideos, proteinas
e também de compostos antioxidantes, como os fendlicos. Istose deve a concentracao
dos nutrientes devido & retirada da &gua'®®. Considerando tal estudo, a polpa desta
pesquisa apresenta-se 2,78 vezes mais concentrada que a polpa fresca. O mesmo
estudo de Jardini e Mancini Filho,(2007) '* obteve como resultados dos contetidos de
compostos fendlicos da polpa de roma comercialde 12,14 + 1,02 mg de eq. Acido
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Galico/g de polpa fresca, valor superior ao encontrado neste estudo.Ja no estudo de
Gil, Tomas-Barberan et al., (2000) ' que comparava os fendlicos totais do suco
industrializado e o obtido manualmente, os valores obtidos foram de 2,56 mg de eq.
Acido Galico/L e2,11 mg de eq. Acido Galico/L de suco, respectivamente. O suco obtido
manualmente utilizou,para 1 litro, 15,5 g de polpa, portanto apresentou 0,03 mg de eq.
Acido Galico/g de polpa, j& o industrial, originalmente apresentava 65% de polpa, mas
foi reconstituido por adicao de agua até atingir 16,3% de sdélidos sollveis, dessa forma
por grama de polpa o valor achado é de 0,04 mg de eq. Acido Galico. Caso a polpa
fosse liofilizada, concentrando os teores de fendlicos, o valor seria em torno de
0,11Acido Galico/g de polpa liofilizada, e 0 suco obtido manualmente apresentaria um
valor préximo de 0,08 mg de eq. Acido Galico, considerando 64,09% de umidade '*°. O
maior valor de fendlicos no suco de roma obtido em suco industrializado foi atribuido ao
processo de extracdo, em que a casca e o albedo (partes adstringentes e ricas em
taninos, compostos fendlicos altamente hidroxilados), ndo sao removidos durante o
processamento pela marca do suco em questéo.

Na revisdo realizada por Balasundram, Sundram et al.,(2006) '®’, que investigava
os compostos fendlicos de frutas e suas bebidas, encontraram como resultados mais
expressivos os sucos de: framboesa (5,27mg de eq. Acido Galico/L), macé (2,96mg de
eq. Acido Galico/L), blueberry (2,70mg de eq. Acido Galico/L) e goiaba branca (2,47 mg
de eq. Acido Galico/L), dentre outras. A quantidade em gramas de fruta para a
confeccao do suco foi variante entre os tipos analisados.

Devido a diversidade de estruturas dos acidos fenodlicos, cada composto pode
contribuir de maneira peculiar na atividade antioxidante, que, por sua vez, € uma reagcao
complexa, envolvendo etapas de iniciacdo, propagacdo e estabilizacdo dos radicais
formados "%,

Afigura 25descreve os valores de fendlicos totais encontrados por Wolfe, Kang et
al., (2008) % de certas frutas por eles avaliados. Entre essas frutas, o blueberry,
blackberry e cranberry tiveram os maiores teores de fendlicos totais (4,29 + 0,1; 4,12 +
0,06; e 2,87 + 0,05 mg eq Acido Galico/g de polpafresca respectivamente) e o roma
apresentou 3,38 +0,14 mg eq Acido Galico/g de polpa, valor este superior a0 nosso
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achado para a polpa comercial e doméstica quando subtraido o teor de umidade. A
polpa liofilizada do estudo de Wolfe teria aproximadamente 9,39 mg eq Acido Galico/g.
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Figura 25 - Valores fendlicos totais de frutas selecionadas.
Os valores sao expressos como média + DP. n=3 (* P <0,05).

Fonte: Adaptado de Wolfe, Kang et al., (2008).

De forma a complementar os estudos envolvendo compostos fenolicos da roma

foi abordado o trabalho de Gézlekgi, Saracoglu et al.,(2011) '8

que trata a distribuicdo
dos compostos fendlicos totais do suco, casca, e extrato aquoso de semente de quatro

cultivares de roma, sendo eles: "Lefan", "Katirbasi", "Cekirdeksiz-IV" e "Asinar". Os
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resultados mostraram que os niveis desses compostos variam de acordo com o tipo de
cultivar e a parte extraida da fruta. Entre os cultivares, os maiores teores de fendlicos
totais foi obtido a partir do extrato da casca, representando cerca de 67% do montante
total de fendlicos da fruta. O teor de fendlicos totais variaram de 1775,4 (Asinar) a
3547,8 mg eq. Acido Galico/L (Lefan) entre os cultivares. Além disso, o teor de fenélicos
totais do suco de roma e o extrato da semente variou 784,4 (Cekirdeksiz-1V) a 1551,5
mg eq. Acido Galico/L (Lefan) e 117,0 (Cekirdeksiz-1V) a 177,4 mg eq. Acido Gélico/L
(Asinar), respectivamente. "Lefan" apresentou a maior quantidade de fendlicos totais
entre os quatro cultivares populares da Turquia testados. Para os calculos da
determinagéo do conteudo de fendlicos o autor utilizou 200 g de cada parte avaliada da
fruta para 1litro de suco, por conseguinte, o cultivar Asinar, que teve o menor teor de
fendlicos totais, apresentaria por grama de fruta fresca 8,877 mg eq. Acido Galico e
25,476 mg eq. Acido Galico/g de polpa liofilizada, e os valores do cultivar Lefan seriam
de 17,739 mg eq. Acido Galico/g de polpa fesca, e 49,314 mg eq. Acido Galico/g de
polpa liofilizada'®®.

As diferencas observadas entre os estudos pode ser explicados por fatores
como: grau de maturagdo, regido de cultivo, diferengca entre espécies da fruta, e a
presenca de algumas vitaminas (especialmente a vitamina C) e aglcares redutores que
podem participar do valor total, quando é utilizado o reagente de Folin-Ciocalteau '*2. E
importante lembrar que a maioria dos compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios
sintetizados pelos vegetais como respostas as diferentes condigcbes de estresse ou
atague de patégenos, o que faz com seus teores nao apresentem valores constantes,
podendo apresentar algumas variagdes de acordo com as condigées climaticas e

ambientais que a planta é submetida'®.

6.2- Determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS*

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos pelo método ABTS" das
polpas de roma liofilizadas na variedade comercial e de cultivo domeéstico.

A maior atividade antioxidante dentre as polpas analisadas foi da fruta cultivada
em pequena escala,cultivo doméstico, (43,151 + 0,652umol Trolox/g de PRL), cujo valor

foi significativamente maior, em comparagao com a fruta que é cultivada com o principio
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de venda em larga escala (31,786 + 0,326 umol Trolox/g de PRL). A polpa liofilizada de
cultivo doméstico apresentou valor 26% superior a polpa da fruta comercial.

Tabela 8 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox nas polpas liofilizadas das
amostras pelo método do ABTS*

TEAC
Roma Média DP
(umol Trolox /g de PRL)
Comercial 31,786 0,326
"Cultivo doméstico" 43,151 0,652

Resultados expressos em média + desvio-padrao, n = 6.

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05 ).

91 0bservaramno extrato etandlico da

Os autores Da Silva, Mansano et al.,(2012)
polpa de romauma atividade antioxidade de 37,98 umol Trolox/ml de extrato. Ja Gil,
Tomaés-Barberan et al.,(2000) '®® determinaram no suco concentrado de roma cerca de
20 umoles de Eqg. Trolox/ml de suco, valor este superior ao vinho tinto, que apresenta
cerca de 7 umoles de Eq. Trolox/g e ao cha verde que mostrou valores de 4,4 pmoles
de Eq. Trolox/g de amostra. Estas duas ultimas bebidas séo consideradas referéncia de
alta capacidade antioxidante.

Comparando os dados obtidos com a pesquisa de Thaipong, Boonprakob et
al.,(2006) '*?emdiferentesfrutas pelo método ABTS*, verifica-se que a polpa de roma
liofilizada de cultivo doméstico apresentou valor préximo ao encontrado pelos autores
com blueberry (45,9 uM de Eq Trolox/g de fruta) e a goiaba (32,25 uM de Eq Trolox/ g
de fruta), a segunda fruta com maior atividade antioxidante do estudo, valor préximo ao
da polpa de roma comercial. Entretanto, o estudo avalia a polpain natura, em que é
somado ao peso da fruta a agua que a compde. Caso os autores mensurassem a
atividade antioxidante da polpa liofilizada os valores encontrados seriam certamente
maiores a depender da umidade do blueberry e da goiaba. Segundo Moraes et al.,
(2007) '** o blueberry, mais conhecido no Brasil como mirtilo, apresenta cerca de 83 +

0,6 de umidade a variar entre os tipos de cultivares, assim, o blueberry liofilizado
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apresentaria 270 uM de Eq Trolox/g, valor superior ao da PRL de ambos tipos de
cultivos (doméstica e comercial).

Um estudo que avalioua capacidade antioxidante por diferentes métodos dos 50
alimentos mais consumidos nos Estados Unidos incluindo: 18 frutas, 13 tipos de
legumes e 19 bebidas, os autores observaram pelo método ABTS valores que variaram
de 65,52 uM de Eq Trolox/ g de fruta fresca de blueberry a 0,82 uM de Eq Trolox/ g de

sumo de limao '**

. Esta variacdo entre diferentes frutas também foi observada
porPellegrini et al., (2003) '%°,que encontrou os maiores valores para blackberry (20,24
umol Trolox /g de polpa fresca), enquanto a blueberry mostrou valores intermediarios de
7,43 pmol Trolox /g da polpa fresca)e os menores valores foram observados na

melancia (0,69 umol Trolox /g da polpa fresca)(Tabela 9).

Tabela 9 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox das frutas pelo método do
ABTS".

TEAC
Valor  Ranking
(umol Trolox/g da polpa fresca)

Blackberry 20.24 1
Ameixa 16.79 2
Framboesa 14.05 3
Morango 10.94 4
Abacaxi 9.91 5
Laranja 8.74 6
Blueberry 7.43 7
Tangerina 4.16 8
Uva Tinta 3.85 9
Toranja 3.05 10
Cereja 2.69 11
Uva Verde 2.48 12
Figo 2.47 13
Kiwi 2.28 14
Péra 2.19 15
Péssego 1.67 16
Maca Vermelha 1.59 17
Damasco 1.44 18
Macga Verde 1.31 19
Melao 1.2 20
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Néspera 0.75 21
Melancia 0.69 22
Banana 0.64 23

Os valores representam médias n=10
Fonte: Adaptado de Pellegrini, Serafini et al.,(2003) '*.

Os resultados obtidos para atividade antioxidante mostraram tendéncia
semelhante aos teores de fendlicos entre os dois tipos de frutos utilizados neste estudo.
Uma vez que os frutos de origem comercial apresentam tratos culturais que reduzem as
condicdes de estresse e ataque de patégenos, € possivel explicar os maiores valores
observados neste teste para os frutos de cultivo doméstico. Analisando estes valores
em conjunto com os maiores teores de fendlicos observados, explicados pelo aumento
da defesa dos frutos as condigdes adversas que sao submetidos, podemos sugerir que

qual seja o fruto utilizado os beneficios antioxidantes estardo presentes.

6.3- Determinacdo da atividade antioxidante pelo método ORAC
(capacidade de absorc¢ao do radical oxigénio)

Para avaliar o potencial antioxidante daPRL contra os radicais peroxila presentes
no organismo, apolpa liofilizada foi analisado pelo método ORAC.

A PRLproveniente da fruta comercial do presente estudo apresentouvalores
de60,77 + 3,656 umol eq. Trolox/g de PRL, e a PRL da rom& doméstica apresentou
valores de 68,78 + 4,940 eq. Trolox/g de PRL (diluicao de 1:100), dados estes ja
corrigidos pelo fator diluicao e extracao do extrato etandlico (Tabela 10).

Em extrato metandlico da polpa da roma na diluicdo de 1:70 Wolfe, Kang et al.,
(2008)%encontrou o valor de 44,79 + 3,78 pymol eq. Trolox/ml de extrato. Outros frutos
também foram avaliados, os maiores resultados foram encontrados no blueberry
selvagem (96,21 + 10,8 umol eq. Trolox/g), cranberry ou uva-do-monte (83,94 + 14,05),
morango (83,48 + 8,88), blackberry doméstico (62,21 + 0,43), cereja (59,45 + 9,78),
ameixa (56,61 + 4,4), framboesa (52,92 + 8,77), roma (44,79 + 3,78), blueberry
comercial (48,26 + 6,49) e maca 45,92 + 2,01)(Figura 26)%°.
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Tabela 10 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox nas polpas liofilizadas das
amostras pelo método do ORAC.

Equivalente Trolox

Romi Média DP

(umol eq. Trolox/g de PRL)

Comercial 60,77 3,656

"Cultivo

Doméstico" 68,78 4,940

Resultados expressos em média * desvio-padrédo, n = 6.

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05).

Os dados expressos de ORAC correspondem bem com os relatados pelo

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos 1%
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Figura 26 - Valores ORAC de frutas selecionadas.
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Fonte: Adaptado de Wolfe, Kang et al.,(2008) .

Punicalaginas sao taninos elagicos que estdo presentes de forma abundate na
roma e contribuem grandemente para suas propriedades biologicas, desempenhando
inimeras fungdes benéficas ao organismo, e entre elas a atividade antioxidante '¥’.
Aqil, Munagala et al., (2012) ' isolou alguns compostosda rom4, e avalioua atividade
antioxidante pelométodo ORAC, obtendo resultados de1556 + 79 umol de eq. Trolox/g
para a punicalagina e 1333 = 56 umol de eq. Trolox/g para o seu metabdtiloativo, o
4cido elagico. Estes dados sdo consistentes com valores relatados anteriormente '%°,
200.

Para avaliar o potencial antioxidante “in vivo” do extrato da roma, Mertens-Talcott
et al.,(2006) ?'estudarama atividade antioxidante pelo método de ORAC em humanos
apds o consumo de extrato de roma. Treze homens com idade entre 37,6 + 3,6 anos e
IMC de 32,6 + 0,98 compunham a amostra. Para o estudo os individuos tiveram de
abster-se de alimentos que contém polifendis por 3 dias e dormir pelo menos 6 horas
por dia; na noite anterior ao estudo era necessario o jejum de 8 horas. No quarto dia os
individuos receberam duas capsulas (uma tomada pela manhd e outra a noite)
contendo 400 mg de extrato de roma cada, e vinte e quatro horas apds o consumo da
Ultima capsula foram avaliados a resposta antioxidante pelo método de ORAC no
plasma dos individuos. A avaliacao da atividade antioxidante do plasma mostrou um
aumento de 2,5 vezes do valor ORAC, demonstrando seu papel protetor na circulacao
sanguinea. Estes resultados sugerem que o consumo da polpa da roma apresente
efeitos benéficos que podem ajudar no combate de varias alteragdes patolégicas onde
os radicais livres representam um dos fatores desencadeadores.

Analises in vivo da atividade antioxidante daPRL

6.4- Caracterizacao da variavel Massa

Durante todo o periodo experimental e ao final do experimento (anteriormente ao
teste de exaustdo)os animais foram pesados para ratificar a homogeneidade da
amostra e verificar se a suplementagao teria algum efeito no ganho de peso dos
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animais. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos, mostrando que
a suplementacdo com ambas doses do extrato de polpa nao teve efeito no peso dos
animais (Tabela 10). O mesmo foi observado por outros estudos, mostrando que a
suplementacédo com a polpa de romé néao leva a alteragdes nos mecanismos envolvidos

no ganho de peso dos animais %% 202204,

6.5-Suplementacao x Performance

Todos os animais do experimento foram submetidos a uma Unica sessao
deexercicioexaustivo (natacdo). Os ratos nadaram até a exaustao, apresentando tempo
de natacdo entre 16 (minimo) e 252 (maximo) minutos, sendo que a medida de
tendéncia central foi determinada em 73,33 + 64,62 minutos (Figura 27).

Os dois grupos suplementados com aPRL apresentaram valores superiores ao
grupo nao suplementado.O tempo de natagdo aumentou em 86,55% no grupo DI e
64,86% no grupo DIl quando comparados ao grupo NAT. Estes dados foram
estatisticamente significativos.

Nota-se, portanto, que a suplementagéo foi eficaz no retardo da fadiga, ou seja,
contribuiu para que os animais persistissem por mais tempo na execugao da atividade,
0 que para atletas se tornaria um grande auxilio no desempenho, e na melhora da

performance.
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Figura 27- Efeito da suplementacdo com PRL no tempo de natacdo até a exaustao.
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relagédo ao grupo NAT.

Atualmente ndo ha dados na literatura que descrevam qualquer associacao do
consumo de roma com o exercicio fisico. Em estudo conduzido por Nunes et al., (2011)
?®com ratos que foram suplementados com extrato de Panax ginseng nao
foiobservadodiferenca significativa no tempo de exercicio até a exaustdo entre os
grupos suplementados e nédo suplementados. A suplementagdo com maltodextrina
também n&o foi eficaz no desempenho fisico na pesquisa de Ruffo, (2004) 2°® embora o
grupo suplementado com solu¢do placebo tenha apresentado valores inferiores aos
comparados com 0s grupos suplementados com a solugéo
carboidratada(maltodextrina), embora nado estatisticamente significativos. Todavia,
Rodbari e Amirinia, (2011)?°” analisou a performance pelo tempo de nado em ratos
suplementados com blueberry, e concluiu que houve melhora no condicionamento
aerdbio dos animais, resultados que corroboram com este estudo.

Os resultados obtidos neste estudo sao muito promissores, e devem ser
avaliados os efeitos da suplementagcdo com PRL em outras condi¢cdes de exercicio para
avaliar se os mesmo efeitos podem ser observados e correlacionados com a resposta

antioxidante.

6.6-Relacao do Malondialdeido (MDA) com a suplementacao da PRL

A avaliacdo do marcador molecular de peroxidacao lipidicamostrou que a
suplementacao com PRL diminuiu os valores de MDA no musculo gastrocnémio (Figura
28).

Os niveis de MDA no gastrocnémio dos grupos suplementadosforam
significativamente menores do que os niveis do grupo exercitado ndo suplementado (P
<0,05).Quando comparado 0s grupos exercitados com o grupo nao treinado nao houve
diferencas estatisticas (P = 0,707), o mesmo foi observado entre as duas doses de
suplementacéao (DI, P = 0,107 e DII, P = 0,144). Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que o tempo de natacdo dos animais ndo suplementados n&do gerou

alteracdes significativas na peroxidacao lipidica medidos através das concentragdes de
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MDA, entretanto, a suplementagcdo com aPRLem ambas doses mostrou participar de
forma significativa nos mecanismos de protecao contra a acdo das ERO’s a membrana
lipidica das células, preservando sua estrutura molecular no musculo esquelético.

Na concentragdo plasmatica, embora tenha havido diminuicdo dos niveis de
MDA dos animais suplementados em comparacdo ao grupo NAT e aos animais
sendentarios, estes valores ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 29).
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~
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Figura 28 - Concentracées no musculo gastrocnémio de MDA nos grupos CTL, DI, Dll e
NAT.
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relagao ao grupo NAT e CTL.
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Figura 29 - Concentracdes plasmaticas de MDA nos grupos DI, DI, NAT e CTL.
Os valores sao expressos como média + DP.
* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relagéo ao grupo NAT e CTL.

As variaveis tempo de exercicio fisico e peroxidacao lipidica ndo sao diretamente
proporcionais, todavia estdo associadas positivamente em condicbes de exercicio
exaustiva sem prévio condicionamento fisico®" 2%,

Avaliando os dados obtidos com a corregdodo tempo de natagcado do grupo em
questdao (MDA/At natagdo), os resultados demonstraram diferencaestatisticamente
significativa (Figura 30 e 31). Os niveis no musculo gastrocnémio apresentaram
reducao de 96,72% para DI e de 86% para DIl, enquanto que,na concentracao
plasmatica de MDAdos grupos DI e DIl ocorreu uma redugéo de 91,57% e 81,67%
respectivamente quando comparada ao grupo NAT. A presengca de maior teor de
compostos fendlicospode explicar os menores valores observados de MDA para os
animais suplementados com aPRL na dose Il 2.

Os compostos fendlicos mais considerados por inibirem o processo de
peroxidacdo lipidica sdo: o &4cido caféico, o 4cido galico e o 4acido elagico *%. Esses

compostos sequestram os radicais livres e inibem a peroxidacao lipidica, agindona
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protecéo celular das macromoléculas celulares,incluindo o DNA, dos danos oxidativos
210
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Figura 30 - Concentracbes de MDA no musculo gastrocnémio nos grupos corrigidos
pelo tempo (MDA/At natacdo).
Os valores sdo expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.
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Figura 31 - Concentragbes de MDA no plasma nos grupos corrigidos pelo tempo
(MDA/At natacao).
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

211 estudaram o efeito do

Na linha destes achados, Mcanulty et al.,(2005)
exercicio exaustivo em ratos treinados e nao treinados, cuja avaliacdo dos
biomarcadores do estresse oxidativo (atividade antioxidante enziméatica e MDA) foi
realizada em homogenado de coracao de ratos. Os autores observaram uma reducao
na atividade antioxidante dos animais néo treinados, embora sem a presenca de dano
oxidativo no tecido cardiaco, sugerindo que o miocardio possui reserva que podem agir
na protecéo deste tecido®'".

Neste trabalho foram observados resultados estatisticamente significantes da
associacao inversa entre o biomarcador MDA no musculo gastrocnémio e plasma
sanguineo, o exercicio exaustivo e a suplementagdo com PRL. Outros estudos
evidenciaram a elevagdo do MDA pdés-exercicio fisico exaustivo em ratos jovens e
velhos 2'%; em ratos treinados e ndo treinados, com elevacgdes significantes de MDA
entre controle (ndo exercitados) e exercitados, porém sem diferengas no tecido

muscular entre treinados e nao treinados submetidos a exaustio?'®; em ratos expostos

*: imediatamente apés o

a exercicios (4 semanas, 1 vez ao dia) com sobrecarga 2'
exercicio exaustivo etambém 3 horas ap6s a exaustio?'®.
Kostryckiet al., (2013) verificou que 4horas apds uma unica sessado de exercicio
fisico com duragdo de 60 minutos, nao houve aumento de MDA muscular 216 Da
mesma forma, em outra pesquisa, o treinamento de natacdo por seis semanas com
sessao de exercicio uma vez ao dia e duragdo de 60 minutos, ndo foi capaz de produzir
modificacdes no MDA muscular imediatamente apds ou 24horas apés a ultima sessao
de treinamento 2'”. Deminice et al., (2009) ndo encontrou correlacdes entre a variagdo

nos biomarcadores de peroxidacio lipidica e performance?®'®.

6.7- Avaliacao dos efeitos daPRL nos niveis de peroxido de hidrogénio
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Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigénio molecular sofre
completa reducdo a agua. Contudo uma pequena parte do O, € convertida a produtos
parcialmente reduzidos, como o radical anion superéxido, peréxido de hidrogénio e
radical hidroxila. Essas espécies, radicalares ou ndo, sdo oxidantes potentes e podem
causar danos teciduais®'®.Assim como o MDA, a concentracdo de perdxido de
hidrogénio foi determinada como indicador da resposta celular as condi¢cdes oxidativas
presentes em situacdes normais ou de estresse oxidativo.

Neste estudo o conteludo de perdxido de hidrogénio (H>O,) presente no tecido
muscular e plasma mostrou que o0s animaistratados com aPRL diferiram
significativamente dos animais que nao foram suplementados.

A peroxidacdo lipidica e a concentracdo de peroxido de hidrogénio estao
intimamente relacionadas, ja que o peréxido de hidrogénio na célula pode ser
convertido a radical hidroxila, altamente reativo e iniciador do processo de peroxidagao
lipidica®®. Dessa forma, pdde-se observar semelhante tendéncia na quantificacdo de
MDA e peréxido de hidrogénio, em que os grupos NAT e CTL (ndo suplementados)
exibiram as maiores concentragées de perdxido de hidrogénio e, consequentemente,
aumento na peroxidacao lipidica no tecido muscular e no plasma. Ja os animais
tratados com o extrato apresentaram resultados inferiores a estes grupos na avaliagao
de H.O, e MDA.Os niveis de peroxido de hidrogénio no gastrocnémio apresentaram
uma reducéo, significativa estatisticamente, de 66,04% para a DI e de 54,11% para DII
em relacdo ao grupo NAT. E comparando os dados com o grupo que nao realizou o
teste de exaustao (CTL) houve ainda assim uma diminuicao de 27,91% e 46,66% para
DI e DIl respectivamente, entretanto, tais valores de peroxido de hidrogénio
apresentaram diferenca estatistica apenas entre os gruposCTL e DI(Figura 32).

Quando analisados os resultados em relacdo ao plasma nota-se que a DIl foi
mais efetiva na reducao dos niveis de perdxido de hidrogénio. Em relacéo ao grupo que
realizou a natagéo (NAT) os valores de diminuicdo em percentual foram de 21,72 em DI
e 78,93 para DIl. Quando comparado com o grupo CTL houve uma diminuicdo de
46,41% em DIl e um aumento de 49,77% para DI, lembrando que o grupo CTL nao
realizou o exercicio agudo da natagcdao (Figura 33). Tais resultados nao foram
estatisticamente significantes entre os grupos analisados.
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Figura 32 - Conteudo de peroxido de hidrogénio (H.O,) em tecido muscular.
Os valores sao expressos como média + DP.
* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

Assim como na avaliacdo do MDA no plasma, no parédmetro peréxido de
hidrogénio, DIl foi mais eficaz que DI.

No plasma, os teores de peréxido de hidrogénio se mostraram mais elevados
que os observados no tecido muscular, o que sugere que neste modelo experimental os
maiores danos decorrentes da producdo de ERO’s sdo observados no plasma.
Matsuda e Shimomura, (2013) ??' obtiveram a maior producdo de H;O, no tecido
adiposo de animais obesos e sugeriram que este tecido seria a principal fonte de
aumento das ERO’s no plasma, uma vez que em outros tecidos, como figado, musculo

e aorta, os autores observaram valores inferiores.
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Figura 33 - Conteldo de peroxido de hidrogénio (H202) no plasma.

Os valores sao expressos como média + DP.
* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagao ao grupo NAT.

222

Em estudo conduzido por Caetanoet al., (2010) 0s animais com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica tratados com fenil éster do acido caféico (composto
fendlico presente em propolis) durante 15 e 22 dias, mostraram que a suplementagcao
nao foi capaz de reduzir significativamente os niveis de perdxido de hidrogénio no
tecido hepatico e adiposo quando comparado aos animais controle com dieta comercial.

O exercicio intenso é descrito como capaz de causar isquemia fazendo com que
o ATP seja convertido em ADP, AMP, inosina e hipoxantina. Sob tais condicdes a
enzima xantina desidrogenase intracelular é convertida em xantina oxidase, que utiliza
o O, como aceptor de elétrons, gerando diretamente peréxido de hidrogénio®'.Sob tais
condicbes, o tempo de nado dos ratos pode ter causado diferentes aumentos de
peroxido de hidrogénio, ja que os animais suplementados nadaram significativamente
durante mais tempo. Assim, abaixo segue os graficos da concentracao de perdxido com
a correcao pelo tempo de nado (Figura 34 e 35).

Ao realizar a correcao dos niveis de peroxido de hidrogénio pelo tempo de
natacdo dos animais do grupo, os resultados obtidos mostraram valores
significativamente inferiores para os animais que receberam suplementa¢do nas duas

dosesutilizadas de PRL, no musculo gastrocnémio e no plasma.
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Figura 34 - Concentracoes de peroxido de hidrogénio no musculo gastrocnémio nos grupos

corrigidos pelo tempo (MDA/At natacao).

Os valores sao expressos como média + DP.
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Figura 35 - Concentracdes de perdxido de hidrogénio no plasma nos grupos corrigidos
pelo tempo (MDA/At natacdo).
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

A distorcao da associacdo entre a producdo de metabdlitos e duracdo do
exercicio seria corrigida pela insercdo de um tempo fixo de exercicio, porém, dessa
forma nao poderia ter sido avaliado o efeito da suplementacdo na resisténcia a fadiga,
por isso optou-se pelo teste de exaustdo com tempo indeterminado, que permitiu
observar o efeito positivo daPRLnos parametros avaliados, ndo necessitando de um
protocolo de tempo fixo que provasse seu efeito protetor antioxidante.Nakamura et al.,
(2005) ?*concluiu que o esforco percebidoem um tempo fixo de testes exaustivos nao
poderiaser considerado um indicador de capacidade aerdbia, pois nao prediza
tolerancia ao esforco individual, eo grau de ativagdo neuromuscular intra-individual,

relacionado a fadiga.

6.8- Efeito daPRL no sistema de defesa enzimatico contra o estresse

oxidativo

6.8.1 Atividade da superoxido dismutase (SOD) em espectrofotometro e
PAGE

Para avaliar a resposta antioxidante dos animais suplementados com a polpa de
roma, foi analisada a ativacdo da enzima superdxido dismutase no figado dos grupos
experimentais. Os resultados apresentados na Figura 50 mostram que os animais
tratados com a PRL nas duas doses tiveram uma ativagdo da SOD semelhante aos
animais que nao realizaram o teste de exaustao (CTL), mostrando que nesses animais
a atividade da enzimafoi reduzida de forma significativa se comparado ao grupo que
realizou o exercicio fisico e ndo recebeu a suplementacdo (grupo NAT). Quando
avaliadoo efeito das duas doses de suplementagao, a atividade da SOD nao apresentou

diferenca significativa, mostrando que,nestas condi¢gdes experimentais,ambas
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concentragdes de fendlicos utilizadas foram capazes de sequestrar ou inativar os
radicais superéxidos gerados durante o exercicio.

A atividade da SOD também foi determinada pelo método de gel de atividade ou
PAGE, visando a comparagao entre os tratamentos. Analisando os resultados obtidos
(Figura 36) com amostras dos 4 grupos experimentais em funcdo da intensidade das
bandas,verifica-se que o grupo NAT apresentou uma maior ativacdo da SOD em
relacdo aos gruposCTL, DI e DIl, que ndo apresentaram diferencas evidentes. Tais
resultados estdo em concordancia com os valores desta enzima obtidos pelo método
espectrofotométrico (Figura 37), em que os resultados mostraram que as duas
concentragdes de extrato etandlico de polpa de roma foram capazes de agir com

antioxidante externo, poupando os mecanismos de defesa enzimatico.

SOD NAT

[

CTL NAT DII DI

/

Figura 36 -Atividade especifica da SOD em tecido hepatico avaliado em PAGE.

O mesmo comportamento foi observado em estudocom ratos diabéticos que
foram tratados com extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),no qual os
autores observaram uma redugéo significativa da atividade enzimatica da SOD no
tecido hepatico e cerebral quando comparados ao grupo diabético que recebeu agua
%9 A patologia diabetes melittus estad associada ao aumento de radicais livres,
demonstrando que a presenca de compostos com atividade antioxidante cooperam ao

tratamento da doenca,participando na resposta antioxidante celular®?*.
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Figura 37 - Atividade especifica da SOD em tecido hepaticoem espectrofotémetro.
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

Ajaikumar, Asheef et al.,(2005) *? investigaram a capacidade anti-infamatéria da
casca do fruto roma na forma de extrato etandlico administrado em duas doses (250
mg/kg peso e 500 mg)com uma hora de antecedéncia a indugéo da Ulcera géstrica e
verificaramque no grupo dos ratos tratados, os niveis das enzimas antioxidantes,
incluindo a SOD, reduziram de maneira significativa, e também a area da lesdo nesses
animais se mostrou menor '“2.Em modelo animal de Ulcera gastrica,Shu, Qixin et
al.,(2009) #* analisaram o efeito anti-ulceroso da suplementacéo com extrato etandlico
de roma nas doses distintas de taninos: 50, 150 e 500 mg/kg peso/dia. Os resultados
mostraram uma inibigao significativa da formagéo deulceragdo gastrica, avaliada pelos
danos a mucosa gastrica, mas também a inibigcdo, estatisticamente significativa, da
elevacao da atividade especifica da SOD na mucosa gastrica, demonstrando queos
taninos desempenharam um efeito protetor anti-ulcera o que pode estd associado ao
poder inibidorna propagacao da geracao de radicais livres derivados do oxigénio.

Em modelo de infarto induzido por isoproterenol, ratos Wistar tratados
previamente com extrato da semente ou de sua fragéo butandlica de roma nas doses

de 100 ou 300 mg/kg/dia por 21dias, apresentaram reducdo no ritmo cardiaco,nos
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niveis de creatina quinase no soro e da lactato desidrogenase e a diminuigdo da
atividade das enzimas SOD e CAT no corago®?.

Com uma pesquisa semelhante,Dong, Tong et al.,(2012) **observaram o efeito
protetor dos polifendis de roma sobre a funcdo cardiaca em ratos com infarto
isquemia/reperfusdo (I/R). As dosesde polifendis de roma ministradas foram de 150,
300 e 600 mg / kg, e os ratos foram sujeitos a 45 minutos de oclusdo da artéria
coronaria principal seguido de 180 minutos de reperfusdo para induzir lesdo I/R no
miocardio. Os resultados obtidos mostraram que os trés grupos que receberam
polifendis da roma tiveram melhora significativana funcdo cardiaca, diminuicdo do
conteudo plasmaticos de lactato desidrogenase, creatina quinase e malondialdeido,
diminuicdoda atividade da SOD e o tamanho da area do enfarte. Em sintese, os
polifendis da roma neste estudo puderam proteger a fungao cardiaca de ratos com I/R
provavelmente em associagcdo com suas agdes na melhora da atividade sequestradora
de radicais livres de oxigénio, diminuindo assim o dano causado pelos radicais e ERO’s
no miocardio.

Apesar de muitos estudos mostrarem efeitos reduzindo atividade enzimatica para
0 uso de extratos de plantas e frutos com atividade antioxidante, alguns autores como
Arouca, (2012) ?*, observou o aumento significativo da enzima antioxidante SOD no
grupo suplementado com Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano) no tecido
muscular de ratos quando comparado com o grupo ndo suplementado. Resultado
semelhante foi observado na administracao de acido feralico (10mg/kg) em ratos por 45
dias?®®.

Quando avaliado os resultados para a atividade da SOD entre 0s grupos nao
treinados (CTL) e exercitados (NAT),observa-se um aumento significativo no grupo
ligado ao exercicio fisico, sendo a uUnica diferenca entre os grupos o fato de ter
realizado o exercicio ou ndo. E possivel explicar a diferenca observada pela maior
demanda de geragdo de energia pela mitocondria para realizacédo da atividade fisica®*°.
Amorim, (2007) 2*' fazendo uso de protocolo semelhante ao do presente estudo,
também verificou que a atividade SOD no musculo gastrocnémio foi significativamente

maior nos animais exercitados em relagéo ao grupo controle.
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Rossi, (2001) *? avaliou a atividade da SOD nos musculos gastrocnémio e séleo
e verificou valores significativamente maiores nos grupos exercitados. Ha uma grande
diferenca entre a atividade da SOD dos animais nao treinados e exercitados, tendo em
vista que a maior atividade desta enzima nos grupos exercitados pode significar uma
resposta adaptativa a exposicao exacerbada aos radicais O.provenientes da atividade
fisica realizada®'. A atenuacédo de dano muscular pelo exercicio fisico esta fortemente
ligada a capacidade antioxidante aumentada do musculo e a sua habilidade em modular
0 estresse oxidativo proporcionado pelo exercicio fisico *3. Em nosso estudo, o que foi
observado é que a suplementacdo com PRL foi capaz de agir como agente antioxidante
exogeno, poupando a ativagdo da enzima SOD no ataque a geracdo aumentada de

superoxidos causada no exercicio exaustivo a que foi submetido os grupos.

6.8.2- Atividade da catalase (CAT) em espectrofotometro e PAGE

Nas etapas da cascata de reagdes que ocorrem nos tecidos como mecanismo de
defesa contra o excesso de radicais ou EROs gerados no metabolismo ou em
condi¢des adversas, a enzima catalase esta no grupo de enzimas de segunda linha de
defesa®.

A analise da atividade da catalase no figado dos animais nos quatro grupos
mostrouvalores semelhantes entre os grupos ndo treinados e suplementados, e
significativamente elevados para os animais que realizaram a natacdo e nao foram
suplementados (Figura 38 e 39), dados que apresentaram comportamento semelhante
ao observado para a enzima SOD. O grupo NAT apresentou um aumento de 90,22%
em relacdo a DI, de 93,18% em relacdo a DIl e de 90,9% em relagdo ao CTL. A
ativacdo da catalase ndo apresentou diferenca significativa entre o0s grupos
suplementados e sendetario. Em termos absolutos, a atividade da CAT no grupo NAT
apresentou valores de 10,23 a 14,66 vezes maiores em comparacao a sua atividade no
grupo DI e DIl respectivamente. Estes resultados foram observados nos dois métodos
utilizados para avaliacdo da atividade da CAT, seja por espectrometria ou gel de
atividade por PAGE.
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Figura 38 - Atividade especifica da CAT em tecido hepatico avaliado em PAGE.

O tecido hepatico dos animais suplementados nas doses utilizadas mostrou uma
melhor protecdo antioxidante comparado aos grupos que nao receberam aPRL, o que
pode ser devido aos compostos antioxidantes presentes nos extratos, agindo de forma
coadjuvante a enzima CAT e levando a uma reducgao significativa da atividade desta
quando comparado ao grupo NAT. Mesmo com maiores tempos de exercicio fisico os
grupos que receberam o tratamento mostraram-se mais protegidos de possiveis danos

oxidativos.
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Figura 39 - Atividade especifica da CAT em tecido hepatico em espectrofotdmetro.
Os valores sao expressos como média + DP.
* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

Os resultados existentes na literatura sobre como a atividade da CAT é afetada
pelo exercicio fisico sdo contraditérios. Alguns estudos mostram aumento da atividade
da CAT ap6s o exercicio fisico 2** 23, Outros estudos, ndo apresentam alteracdo na
CAT apés o exercicio 2423, Enquantoque alguns estudos mostram queda na atividade
da CAT apds a atividade fisica'’"?*°. O exercicio fisico interfere no equilibrio do sistema
defensivo antioxidante, de forma que quando a fragcao antioxidante € comprometida ha
um aumentoa suscetibilidade ao dano muscular®*.

A atividade fisica regular pode influenciar positivamente as defesas antioxidantes
e promover melhoria da fungdo cardiaca. Entretanto, o exercicio realizado de modo
exacerbado resulta em maior formacao de radicais livres, podendo levar a um estado de
estresse oxidativo,de forma adaptativa o organismo aumenta a atividades das enzimas
antioxidantes visando minimizar os efeitos do estresse oxidativo ?*'. O aumento da
atividade celular e do ataque oxidativo, ocasionado pelo exercicio, € menos deletério
quando compensado por uma elevagdo da atividade dos mecanismos celulares de
defesa antioxidante 2*2.

As respostas das enzimas antioxidantes parecem ser dependentes do ergbmetro

243 244, 245 oy corrida em roda de atividade

247

utilizado: natacéo , corrida em esteira

espontanea 2*¢, do protocolo de exercicio continuo ** ou intermitente 2*’, assim como

244 camundongos 2*° ou outros

do tipo de fibra muscular 2*® e da espécie estudada: rato
mamiferos 24°.
A suplementacdo com compostos bioativos em modelos de exercicio fisico

relacionado ao dano oxidativo foi visto por Dunlap et al., (2006) 2*°

gue suplementou
caes de trené com blueberryorganica selvagem durante 2 meses com 2% do peso
corporal (cerca de 20 g). Os caes de trend correram por 7 quildbmetros. O estudo
demonstrou que a dieta com blueberry aumentou a quantidade de antioxidantes
disponiveis no plasma dos animaisquando comparado aos animais do grupo controle,

aumentando a protecao das células contra os possiveis danos gerados pelasERO’s.
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Em outros modelos animais de aumento da geragao de radicais livres € ERO’s, 0
uso de compostos isolados ou extrato de frutos e partes de alimentos mostraram efeitos
favoraveis na resposta do organismo contra os efeitos deletérios®’. Neste sentido,
Yilmaz et al., (2004) ?*' demonstraram que a suplementacdo com fenil éster do acido
caféico na dosagem de 10 uM.mL- 1.kg-1 foi capaz de reduzir a atividade da enzima
CAT do figado de ratos diabéticos.Um estudo com extrato etandlico da casca da roma
em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina obteve resultados semelhantes.Os
animais tratados com extrato etandlico da casca da roma (10 e 20 mg/kg peso corporal
de extrato etandlico da casca da roma por 4 semanas) por via intraperitoneal tiveram
diminuicdo significativamente da atividade da CAT no figado e rins de ratos diabéticos,
mostrando claramente o efeito protetor como antioxidante 2°2.

Chidambara et al., (2002) #**destacou o poder antioxidante do extrato etanélico
da casca da roma em ratos com estresse oxidativo induzido por tetracloreto de carbono
(CCly).0Os animais receberam pré-tratamento de 7 dias com 50 mg/kg peso/dia de
extrato etandlico da casca da roma e posterior tratamento com CCls, e observaram
valores de CAT semelhantes ao grupo controle. Os dados histopatolégicos do figado,
visando determinar o efeito hepatoprotetor do extrato casca roma, demonstrou que o
grupo que recebeu o tratamento com o extrato teve menos efeitos danosos induzido
pelo tetracloreto de carbono, sendo capazes de restaurar a arquitetura hepatica normal
ao contrario do grupo controle experimental.

Sudheesh e Vijayalakshmi, 2** conduziu um estudo em que os ratos saudaveis
eram gavados com uma dosagem de 10 mg/kg peso corporal/dia de extrato etandlico
de roma durante 45 dias, demonstrando um potencial efeito antioxidante. As
concentracdes da enzima CAT apresentaram diminuicao significativa, acompanhadas

também de outras enzimas avaliadas como a SOD, GPX e GR.

6.8.3- Atividade da glutationa redutase (GR) em espectrofotometro e PAGE
A glutationa redutase (GR) age de maneira indireta no combate das ERO’s,
regenerando a GSH a partir da sua forma oxidada (GSSG)°.
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Essa enzima foi estudada por espectrofotémetro e também por PAGE, calculada
com base na quantificagdo das proteinas totais e comparado os resultados com o gel.
Os resultados estdao demonstrados nas figuras (Figura 40 e 41).

Os tratamentos apresentaram diferencas significativas na atividade da GR
quando comparados os gruposCTL e DIl, e NAT e DIl. A DIl foi capaz de reduzir a
atividade especifica da GR em comparacao aos grupos CTL, NAT e DI. Ja a DI nao

apresentou diferenca entre NAT e CTL.
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Figura 40 - Atividade especifica da GR em tecido hepatico em espectrofotémetro.
Os valores sao expressos como média + DP.
* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagao ao grupo NAT e CTL.

Esses dados mostram que o tratamento com PRL na dose de 1,75 mmol de
polifendis/dia contribuiude maneira efetiva para melhorar a resposta ao radicais e
ERQO’s gerados no tecido hepatico dos animais nao treinados e que efetuaram o teste
de exaustao.

A GR, responsavel por regenerar a GSSG ao seu estado reduzido (GSH) através
da oxidacdo do NADPH, tem sua acdo antioxidante de forma indireta ao agir como
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coadjuvante no processo de defesa®'. Os grupos ndo tratados com a polpa de roma
apresentaram as maiores atividades especificas, podendo estar associadas a agao de
outras enzimas, como a glutationa peroxidase e glutationa oxidase, todas pertencentes
a familia da glutationa. Do mesmo modo, a atividade da GR estd aumentada no grupo
DI, esta dose possivelmente foi baixa para agir como antioxidantenesta etapa do

mecanismo de defesa.

DII NAT DI CTL DI GR

Figura 41 - Atividade especifica da GR em tecido hepatico avaliado em PAGE.

Souza, Ebaid et al., (2008) 2°° avaliaram a atividade da GR em ratos submetidos
a dieta rica em sacarose que foram tratados com N-acetilcisteina. Os animais foram
divididos em 3 grupos com 6 animais cada e receberam 2 mg/grupo de N-acetilcisteina
diluido na agua de consumo durante 22 dias. Este composto € um organosulfurado
presente no alho com propriedades antioxidantes, e nao observou diferenca significativa

256 gvaliaram o

com o grupo nao tratado. Por outro lado,Gaurava, Shyam et al.,(2001)
potencial antioxidante do suco de roma obtido por compressao da polpa em ratos
expostos a altitude simulada de 6.096 m (condicao de hipdxia). Os ratos expostos a
hipdxia e tratados previamente com suco concentrado de roma (0,1 ml/rato/dia por
15dias) tiveram uma reducdo de 49,4% da atividade especifica da enzima GR no
musculo e figado,confirmando a hipétese da propriedade antioxidante da polpa da

roma.
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Efeito semelhante foi observado em estudo com extrato da casca da roma com
ratos com diabetes induzida por aloxana. Os animais que receberam o tratamento com
200 mg/kg peso/dia, apds 15 dias revelaramuma diminuicao das enzimas SOD, CAT e
GR no tecido hepéatico em comparacdao com o grupo diabético que ndo recebeu o
extrato. Os autores associaram o potencial antioxidante do fruto ao teor de polifendis
totais contidos na casca da rom4, fato que o0 mesmo trabalho evidenciou realizando

analises no extrato da casca 2°’.

6.8.4- Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em espectrofotometro

A GST € uma enzima que catalisa a conjugacao de glutationa com outras
moléculas, assim, funcionando como um passo intermediario na desintoxicacdo de
diversas substancias téxicas 2*°.

Neste estudo, os animais que receberam a suplementacdo com PRL
apresentaram valores de ativagdo da GST significativamente menores que 0s animais
que nao foram tratados com PRL.

Analisando os dados dos animais suplementados foi observado, como na enzima
GR, que a DIl foi mais eficiente na reducdo da atividade da GST que DIl. Quando
comparados estes valores aos observados para os animais do grupo CTL e NAT, o
tratamento com PRL na dosagem de 1,75 mmol de polifenéis/dia mostrou uma
redugao,significativa estatisticamente, de ativagdo na GST de 68,68% e 63,95%
comparados respectivamente ao grupo NAT e CTL (Figura 42).

Em estudo realizado por Reddy e Fernandes,(1999) 2**foi observado que o
treinamento fisico, de modo intermitente e de alta intensidade, elevou a atividade da
enzima GST no rim, figado, coracao e musculatura esquelética de camundongos. Além
disso, nesse mesmo estudo, o treinamento fisico elevou os niveis de glutationa
peroxidase e glutationa total. Esses resultados indicam que o exercicio realizado de
maneira regular é benéfico no sentido de diminuir os niveis de peroxidagao lipidica e
elevar a atividade das enzimas atioxidantes, entretanto, quando o mesmo ¢é realizado

de modo casual e com alta intensidade pode ser prejudicial ao organismo.
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Figura 42 - Atividade especifica da GST em tecido hepéatico em espectrofotémetro.
Os valores sao expressos como média + DP.

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagdo ao grupo NAT.

** Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relagao ao grupo CTL.

Sotelo-Felix et al, (2002) *° estudando o efeito do extrato de alecrim
administrado por via oral em ratos na concentragdo de 200mg/kg peso corporal/dia,
durante cinco dias, observaram um efeito hepatoprotetor contra o estresse agudo
provocado por tetracloreto de carbono. O alecrim atuou como antioxidante, eliminando
os radicais triclorometilperoxil formados pela metabolizacdo hepatica do agente quimico
agressor, e diminuiu significativamente a atividade do sistema de desintoxicagdo
dependente da GST no tecido hepético.

Em um estudo sobre a doenca de Alzheimer que objetivou avaliar o efeito do
extrato etandlico de sementes de roma sobre o desempenho cognitivo de camundongos
com idade induzida por escopolaminapbéde-se notar que a administracdo cronica
durante 21 diasdo extrato etandlico de sementes de roma inverteu a idade induzida e os
déficits de retencdo de memdria. O extrato foi capaz também de reduzir os niveis de
peroxidacdo lipidica e da atividade da enzima glutationa-s-transferase nos tecidos

cerebrais 2.
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Faria et al., (2007) %' pesquisou sobre o efeito do suco de roma no estresse
oxidativo em tecido hepatico, para este propdsito os camundongos consumiram 0 sSuco
por 4 semanas prévias a analise. O suco era substituido pela agua no periodo noturno e
cada animal bebia em média 13,5 ml de suco/noite. Posteriormente os marcadores
celulares oxidativos foram verificados e notou-se que os niveis de glutationa
peroxidase, redutase e s-transferase tiveram sua atividade diminuida quando
comparada ao grupo dos camundongos controle que receberam apenas agua e racao.

A reducdo da enzima GST também foi demonstrada por Moneim et al., (2011) 22
que teve como objetivo investigar as propriedades antioxidantes da romé& emtecidos
hepaticos e renais de ratos. O grupo controle recebeu soro fisiolégico (0,2 ml de
solugdo salina /rato) por via oral através de um tubo epigastrico, o segundo grupo
recebeu por administracdo oral também 3 mil/kg peso corporal e o terceiro grupo
recebeu 200 mg de extrato metandlico da casca da roma/kg peso corporal por 21 dias.
Os dados demonstraram que tanto o grupo que recebeu o extrato como o grupo que
recebeu o suco reduziram a atividade das enzimas antioxidantes, incluindo a GST, no

tecido renal.

7. CONCLUSAO
A partir dos achados, podemos concluir que:

e APRL, seja de cultivo doméstico ou comercial, apresenta teores de
compostos fendlicos totais proximos ao de frutas consideradas como tendo alto
poder antioxidante;

. A atividade antioxidante pelos métodos ABTS e ORAC daPRL apresenta
potencial antioxidante semelhante a frutos considerados como agentes que
combatem radicais livres gerados em condi¢des de estresse fisico;

o A suplementacdo com extrato etandlico de polpa de roma nas doses de
0,875 mmol de polifendis totais/dia e 1,75 mmol de polifendis/dia mostrou, em
ensaio in vivo, ser capaz de aumentar o tempo de natacdo em ratos Wistar sem
treinamento;

J Os compostos bioativos presentes naPRL participaram como agentes

antioxidantes nao enzimaticos no combate aos radicais livres gerados no
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exercicio exaustivo, sendo a dose de 1,75 mmol de polifendis/dia que apresenta

0 maior potencial in vitro e in vivo.
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