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RESUMO

A acerola (Malpighia glabra L.) apresenta constituintes que agem como antioxidantes, atuando
na prevencdo de patologias. Nesse estudo, os potencias antigenotoxico e antioxidante de acerola de
duas variedades em diferentes estdgios de maturacdo foram analisados. Os resultados mostraram que
nenhuma das concentragoes das amostras de acerola verde e madura apresentaram inducdo de danos
ao DNA pelo Ensaio Cometa. Quando a atividade antigenotéxica foi analisada, observou-se que a o
extrato da acerola verde FP-19 protegeu contra os danos. Os resultados a respeito da quantificacdo de
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vitamina C mostraram que a mesma amostra apresenta duas vezes mais vitamina C que a acerola da
variedade Okinawa. A acerola verde da variedade FP-19 pode ser indicada como uma grande fonte de

antioxidantes naturais.
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ABSTRACT

Acerola (Malpighia glabra L.) presents constituents that act as antioxidants, acting in the prevention of
diseases. In this study, antigenotoxic and antioxidant potentials of acerola of two varieties in different stages of
maturation were analyzed. Results showed that no concentrations of green and red acerola presented induction
of DNA damage by Comet Assay. When antigenotoxic activity was analyzed, it was observed that green
acerola FP-19 extract protected against damage. Results regarding the quantification of vitamin C showed
that the same sample has twice as much vitamin C than acerola variety Okinawa. Green acerola of variety
FP-19 can be indicated as a major source of natural antioxidants.

Key words: Malphighia glabra L, acerola, genotoxicity, antigenotoxicity, vitamin C.

INTRODUCAO

Os frutos merecem um papel de destaque na
prevencio de varias doengas, como cancer, doen-
cas cardiovasculares e neurodegenerativas. Uma
dieta equilibrada composta de micronutrientes
pode contribuir para a estabilidade gendmica
(AMES, 2001; FENECH, 2002). De acordo com
Machado (1992), existe uma tendéncia mun-
dial no aumento de consumo de sucos e frutos
tropicais, apesar dos escassos estudos sobre suas
constitui¢des quimicas e atividade biologica.
Relatos revelam que cerca de 80% da populagio
mundial utiliza plantas com finalidades terapéu-

ticas (FETROW; AVILA, 2000).

A literatura descreve intimeras atividades
bioldgicas relacionadas com os compostos fitoqui-
micos (SANNOMIYA et al., 2005; FRANKE et
al., 2005). Mesmo que muitas destas atividades

sejam benéficas, o metabolismo vegetal pode gerar
metabdlitos com atividades toxicas no organismo
(AMES et al., 1983; FRANKE et al., 2006), e por
tais motivos, torna-se cada vez mais importante
conhecer as atividades bioldgicas relacionadas a
frutos e seus constituintes.

A acerola, assim chamada popularmente
no Brasil, ¢ uma espécie nativa encontrada nas
Américas Tropicais. Conhecida ainda como
cereja-das-antilhas em outros lugares, Malpighia
glabra L. é popularmente utilizada por apresentar
propriedades adstringentes, antiftingicas e antia-
némicas, assim como alta capacidade nutricional
e vitaminica (ARAGAO et al., 1996; YAMASHI-
TA et al., 2003). Uma por¢do de 100g do fruto
fresco prové 2.033% da Dose Didria Recomendada
(RDA) de vitamina C e 28,76% de vitamina A
necesséria para um adulto (FREITAS et al., 2006;
USDA, 2010). A composi¢ao quimica da acerola,
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incluindo a distribuicio de compostos, como vi-
tamina C, carotendides, precursores da vitamina
A, licopeno, entre outros (USDA, 2010), varia
conforme condi¢des ambientais e depende do cul-
tivar, assim como do estagio de maturagio do fruto

(VENDRAMINTI; TRUGO, 2000; KAWAGUCHI
et al. 2007; NUNES et al., 2011).

Alguns estudos tém reportado que a quantidade
de vitamina C e de flavonéides da acerola dimi-
nuem com a maturacdo do fruto (HANAMURA,
2008), além de poderem sofrer alteracdes conforme
a variedade (PAIVA et al., 2003). NOGUEIRA et
al. (2002) demonstraram que os frutos verdes de
duas variedades de acerola apresentaram teores
de vitamina C significativamente maiores que os
maduros e semimaduros, podendo ser utilizados
pela inddstria farmacéutica.

Alguns constituintes da acerola agem como an-
tioxidantes no corpo humano (SIZER, 2003), como
por exemplo, a vitamina C, carotendides, compostos
fendlicos e os flavondides (HANAMURA, 2008).
O conteido de 4cido ascérbico e a presenga de
antocianinas destacam a acerola dentro do campo
dos alimentos funcionais (ROBERFROID, 2002),
devido 2 capacidade destes compostos em capturar
radicais livres no corpo humano. As propriedades an-
tioxidantes destes compostos tém atraido a atengio
para a nutricio preventiva, pois compostos alimen-
tares protegem contra o dano oxidativo, podendo
ainda contribuir para a preven¢io de importantes

patologias (AFONSQO et al., 2007).

Considerando a importancia do consumo de
frutos e a pronunciada cultura da acerola no Brasil,
assim como seu uso generalizado, o objetivo do
nosso trabalho foi avaliar os efeitos genotdxicos e/
ou antigenotéxicos de extratos de duas diferentes
variedades de acerola, em dois estdgios de matura-
¢do, através do Ensaio Cometa in witro.

MATERIAL E METODOS

Origem e preparacao das
amostras

Os frutos de Malpighia glabra L. das variedades
FP-19 e Okinawa, nos dois estdgios de maturagio,
verde e maduro, foram colhidos em Maio de 2008,
no municipio de Ubajara, Cear4, Brasil (Fazenda
Nutrilite). Os frutos foram descascados e as se-
mentes retiradas. Os extratos das polpas dos frutos
verdes e maduros foram liofilizados e as diluicoes
posteriores feitas em dgua.

Animais e tratamento das
células para Ensaio Cometa

Camundongos machos, Mus musculus CF-1
(pesando de 30-40g), foram mantidos no Bioté-
rio Central da Universidade Luterana do Brasil,
ULBRA. Os animais foram mantidos em caixas
de propileno sob um ciclo 12h claro — 12h escuro,
em temperatura constante de 23+2°C e umidade
relativa em torno de 60%, com dgua e comida ad
libitum. Todos os experimentos foram aprovados
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

(CONED).

Os cultivares de acerola utilizados nesse estudo
foram FP-19 e Okinawa, diferenciados geneticamen-
te pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecua-
ria. Frutos em dois estagios de maturacio, verde e
maduro, foram colhidos. Os frutos foram coletados
randomicamente da planta inteira e classificados
conforme est4gio de maturagio, no inicio da manha.
Na classificac@o dos frutos de acordo com o estagio
de maturagio, um gradiente de cor da casca foi
utilizado, considerando frutos verdes aqueles com
mais de 75% da casca com uma coloracdo verde,
e frutos maduros aqueles com 100% da casca de
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cores vermelha ou vinho. Apés a colheita, os frutos
foram mantidos em freezer e protegidos da luz a fim
de preservar as caracteristicas fisico-quimicas, até o
momento da preparagio dos extratos (CAMPELO;
CARVALHO; PEDROSA, 1998).

Para obtengio das concentragdes de acerola
utilizadas no estudo, o extrato da polpa da acerola
congelada foi liofilizado e estocado em um disse-
cador. Para a exposi¢io das células sanguineas as
concentragdes de acerola, os extratos liofilizados
foram diluidos em RPMI. A concentragio méxi-
ma de extratos dos frutos utilizada para exposi¢ao
das células in vitro foi 2mg/mL, por 2h, a qual foi
determinada em um estudo prévio utilizando de
Img/mL a 5mg/mL. A selecio da dose foi realiza-
da de acordo com a diretriz 473 da OECD (singla
em inglés para Organizacdo para a Cooperacio e
Desenvolvimento Econdmico) (1997). A dose de
2mg/mL apresentou ntimero suficiente de células
vidveis em ambos os estagios de maturagio, assim,
essa e mais duas concentragdes foram utilizadas: C,
(2mg/mL),C, , (Img/mL) e C, , (0.5mg/mL). AC, ,
obtida da acerola verde também foi utilizada pelo
periodo de 4h, afim de avaliar se diferentes tempos
de exposi¢io influenciariam os resultados.

Os animais foram sacrificados por decapitagio.
Quatro aliquotas de 100ul de sangue total foram
coletadas de cada animal (n=4); expostas a cada
uma das trés concentragdes (exposi¢io de grupos de
testes replicados). Uma amostra de cada animal foi
utilizada como grupo controle negativo (LOVELL;
OMORI, 2008). Replicatas de quatro 1dminas de cada
grupo foram preparadas para o Ensaio Cometa. Duas
laminas foram imersas diretamente na solucéo de lise
(ver Ensaio Cometa) e duas expostasa H,O, 0.25mM,,
durante 5 minutos (antes da solucio de lise).

O potencial antigenotdxico foi expresso como
descrito por Kapiszewska (2005), como a porcenta-

gem de inibicio de indice de danos (ID), de acordo
com a expressdo: (modulagdo) [ID H O, —ID do
extrato com H,O,] / [ID H,O, — ID do controle
negativo] x 100.

Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa alcalino foi realizado de acor-
do com as diretrizes propostas por Tice (2000),
com pequenas modificacdes desenvolvidas por
Silva (2000). Previamente, 5ul de amostra de
sangue foram adicionados a 95uL de agarose low
melting point (0.75%), e uma aliquota da mistura
foi espalhada em uma lamina pré-coberta com
agarose normal (1.5%) e coberta com uma lami-
nula. Apés a solidificagio da agarose, as laminulas
foram removidas, e as |Aminas imersas em solucio
de lise, por no mimino, 2 horas. Em seguida, as
laminas foram incubadas em tampio alcalino
recém preparado (pH >13) durante 20 minutos.
A eletroforese (0.8 V/cm) foi realizada sob o
mesmo tamp#o. Cada passo foi realizado sob luz
vermelha indireta. Ap6s a eletroforese, as [Aminas
foram neutralizadas em Tris 400mM (pH 7.5). As
laminas foram entfo fixadas e coradas com nitrato
de prata (NADIN; VARGAS; CIOCCA, 2001).
As células foram analisadas conforme o tipo da
cauda, em cinco classes: (1): classe 0: nenhum
dano, sem cauda; (2) classe 1: com a cauda menor
que o didmetro da cabega (nicleo); (3) classe 2:
com o comprimento da cauda dentre 1 e 2 vezes
o didmetro da cabega; (4) classe 3: com a cauda
maior que 2 vezes o diAmetro da cabeca; e (5)
classe 4: cometas sem cabeca. Dois parAmetros,
indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD),
foram utilizados em nossas andlises para avaliar os
danos ao DNA. O indice de danos foi calculado
para cada amostra e varia de O (completamente
sem danos: 100 células x 0) a 400 (com dano
maximo: 100 células x 4). A frequéncia de danos
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(%) corresponde a porcentagem de células com
com cauda (classes de danos de 1 a 4) em cada
amostra. Todas as |Aminas foram analisadas cega-
mente no mesmo dia em que foram submetidas a
eletroforese.

Analise em HPLC

Trés miligramas das amostras liofilizadas foram
pesadas e misturadas a Iml de H,O e submetidos
a agitagdo em vortex. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 5 min a 4°C e 1000rpm.
Uma aliquota de 20 ul do sobrenadante foi injetada
no sistema de HPLC. A solugio padrio de dcido
ascorbico (vitamina C) foi preparada com 5mg de
4cido ascorbico em 1ml de H,O. Ela foi diluida 1/20
com H,O (50ul de padrao e 950 ul de MeOH), e
entdo novamente diluida 1/20, com a fase mével
(50ul de amostra e 950ul de fase mével). A amostra
padrio usada foi 4cido ascérbico (Sigma).

A andlise quantitativa de constituintes foi con-
duzida por HPLC fase-reversa utilizando uma coluna
C18 (150mm x 34.6mm; Phenomenex, USA) com
particula de tamanho 5 wm. Uma bomba de HPLC
binrio (Waters 1525) juntamente com um amos-
trador automatico Waters 717 plus e um detector de
arranjo de diodos Waters, e um software de dados
de cromatografia (Empower 2) foram utilizados. A
temperatura da coluna foi definida em 30°C. As fases
moéveis utilizadas foram: a) metanol (MeOH); e b)
4cido fosférico (H,PO,) 0.5%, pH 2 e MeOH 5%
em fluxo total de 0.7mL/min. O sistema de gradiente
consistiu de (min/%B): 0/80, 40/0, 41/80, 47/80. O
tempo de corrida foi 47 minutos com intervalos de
Imin entre cada corrida. O eluente foi monitorado a
210-600nm e a determinacfo quantitativa de acido
ascorbico a 264nm. Os resultados sio expresso em
mg/100g de acerola.

RESULTADOS

Pelo Ensaio Cometa, nenhuma das concentra-
coes das amostras de acerola verde e madura das
duas variedades apresentou indugio de danos ao
DNA (Tabela 1). Quanto i atividade antigenoté-
xica, avaliada expondo-se as [Aminas ao perdxido
de hidrogénio, foi verificada que o extrato da
acerola verde FP-19 protegeu contra os danos nas
concentragdes C, , e C, .. A acerola da variedade
Okinawa no apresentou esse potencial protetivo
ao DNA em nenhuma das concetragdes, nem no
estagio verde nem no maduro; ao contrério disso,
observou-se que a C,, madura apresentou um

aumento significativo (P<0,001, ANOVA) em
relagio ao controle tratado com H O,.

A Figura 1 mostra que ndo houve diferenca
significativa quanto aos tempos de exposi¢io as
amostras de acerola, independente da variedade
e do estagio de exposicio. Quanto ao potencial
antigenotdxico foi analisado de acordo com Ka-
piszewska (2005), uma modulacio de 60% aos
danos ao DNA foi observada apds o tratamento de

2h, enquanto ap6s 4h de tratamento a modulagio
foi 59%.

Pelo teste HPLC, observou-se que a acerola da
variedade FP-19, no estdgio de maturagio verde,
apresenta duas vezes mais vitamina C que a Oki-

nawa (Tabela 2).

DISCUSSAO

A inclusio da acerola em programas de alimen-
tacio para populagdes de alto risco de anemia tem
sido sugerida, considerando 0 aumento significativo
nos niveis de vitamina C e hemoglobina de criancas
anémicas quando tratadas com suco de acerola
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(COSTA; TERTO; SANTOS, 2001). A acerola
apresenta uma constituicio complexa, podendo
interagir biologicamente de diversas formas nos
organismos.

Nossos resultados mostram que nenhuma das
variedades e nenhuma das maturacdes de acerola
analisadas apresentaram atividade genotdxica. Esses
resultados sdo concordantes com outros estudos
(NUNES et al; 2011; SPADA etal; 2008). Na an4lise
antigenotdxica, porém, a acerola FP-19, na maturacio
verde, mostrou um efeito protetivo ao DNA nas con-
centragdes Img/ml e 0,5mg/ml, mas 0 mesmo néo foi
observado na amostra madura, e nem na variedade
Okinawa, independente do estigio de maturagéo.
Além disso, observamos que a amostra FP-19 verde
apresentou maiores niveis de vitamina C do que as de-
mais amostras analisadas. Tais resultados demonstram
que a diferenga de contetido de vitamina C pode estar
vinculada as respostas antigenotdxicas observadas. A
vitamina C pode agir como antioxidante em condi¢des
fisiologicas. J4 foram observadas outras atividades pro-
tetivas da vitamina C, como: anticlastogénicas (AN-
TUNES; DARIN; BIANCHI, 1999), antioxidantes
(NUNES et. al., 2011), e de aumento de reparagio
ao DNA (FRANKE et. al., 2005).

Nesse estudo foi observado que a acerola verde
apresenta maior contetido de vitamina C do que
a acerola madura, indo ao encontro dos dados de
Vendramini e Trugo (2000). Com o amadurecimen-
to, diminuem os indices de vitamina C e aumentam
os de flavonéides, como rutina e quercetina, e os de
sélidos solaveis (VENDRAMINI; TRUGO, 2000;
NOGUEIRA et al., 2002). Também foi observado
que os diferentes cultivares de acerola apresentaram
diferentes constitui¢des, como ja foi citado na lite-
ratura (FREITAS, 2006; GODOY et. al., 2008).

Assim, a vitamina C e a complexa mistura
de compostos presentes em Malpighia glabra L.

influenciam a interagdo dos compostos presentes
no fruto com o DNA. Apesar de outros fatores
estarem envolvidos nos resultados observados,
evidéncias demonstraram que o fruto verde da ace-
rola FP-19 tem maiores potenciais antigenotdxicos,
protegendo-o contra o dano causado pelo peréxido
de hidrogénio. Assim, a acerola verde da variedade
FP-19 pode ser indicada como uma grande fonte de
antioxidantes naturais.

Tabela 1. Ensaio Cometa de sangue periférico de
camundongos tratados com acerola du-
rante duas horas, com e sem perdxido de
hidrogénio (0.25 mM). Valores expressos
em média + desvio padrao.

Grupos indice de Danos
Sem H,0, Com H,0,
Controle 11.55 = 10.63 116.50 * 46.86°
FP-19
Verde
C,, (0.5mg/ml) 15.50 + 6.24 35.75 + 10.78**
C,, (1mg/ml) 1450 + 5.97 53.00 + 14.73*
C, (2mg/ml) 18.75 + 5.73 57.33 + 9.07
Madura
C,, (0.5mg/ml) 6.00 = 5.47 139.50 * 53.03
C,, (1mg/ml) 5.33 + 3.51 121.30 + 14.74
C, (2mg/ml) 9.00 + 5.29 98.25 + 25.82
Okinawa
Verde
C,, (0.5mg/ml) 9.50 = 3.69 107.00 * 2.00
C,, (1mg/ml) 13.00 + 4.69 132,50 + 7.32
C, (2mg/ml) 13.33 + 6.02 132.00 + 20.04
Madura
C,, (0.5mg/ml) 9.00 + 1.00 216.30 = 55.11%***
C,, (1mg/ml) 14.75 + 2.98 113.00 + 5.47
C, (2mg/ml) 8.25 + 2.87 113.50 + 20.04

*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle para indice
de danos, a P<0.05;**P<0.01;***P<0.001 (One-way ANOVA
seguido do teste de Dunnett); ?Diferenga significativa em relagdo
ao controle sem peroxido de hidrogénio a P<0.001.
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Tabela 2. Teste HPLC de duas variedades de acerolas
em dois estagios de maturacao: verde e

madura.
Amostra Acido ascérbico?
Controle® 250.0
FP-19
Acerola verde 0.786
Acerola madura 0.610
Okinawa
Acerola verde 0.384
Acerola madura 0.132

2Resultados em mg/100g de amostra; "Amostra padrido
(acido ascorbico).

FP-19

200
1504

1004

indice de danos (0-400)

H,0, 2h 4h

(@
Okinawa
200+
s
g
d 1504
n
o
8 100
Q
°
S 501
°
£
0 g d ;
H202 2h 4h

(b)

Figura 1. Ensaio Cometa de sangue periférico de
camundongos tratados com peréxido de
hidrogénio e acerola verde na concentracao
1mg/mL por 2h e 4h, de ambas as varie-
dades FP-19 e Okinawa. (a) FP-19; e (b)
Okinawa. Valores expressos como média
+ desvio padrao, para indice de danos (ID).
*P<0.05 em relacéo ao H,0O,.

CONCLUSOES

Os resultados mostraram que nenhuma das
amostras de acerola (FP-19 e Okinawa) em nenhu-
ma das concentragdes dos diferentes estagios de
maturacgo (verde e maduro) apresentaram indugio
de danos ao DNA pelo Ensaio Cometa. Quanto a
atividade antigenotdxica observou-se que somente
o extrato de acerola verde FP-19 protegeu contra os
danos induzidos pelo peréxido de hidrogénio, mos-
trando relagio com os resultados da quantificagio
de vitamina C. Assim, a vitamina C e a complexa
mistura de compostos presentes nas amostras de
Malpighia glabra L. deste estudo influenciaram
interacio com DNA. Assim, a acerola verde da va-
riedade FP-19 pode ser indicada como uma grande
fonte de antioxidantes naturais.
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