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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo € um quadro onde se observa um aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) associado a diminuicdo das defesas
antioxidantes, resultando em danos a biomoléculas (ANGELOVA et al. 2018). A
oxidacao de lipideos, proteinas e DNA sao processos que associados com a
suscetibilidade do tecido cerebral contribuem com a perda da fungdo neuronal,
corroborando com o processo degenerativo de diversas doencas neurolégicas (CHOI
etal. 2012).

As antocianinas sao compostos fendlicos amplamente encontrados nos frutos
vermelhos (ARAUJO et al. 2019). Seu potencial terapéutico baseia-se principalmente
na capacidade biolégica destes polifenois e seus metabdlitos em exercer atividades
antioxidante e anti-inflamatéria (SPECIALE et al. 2020). Frutos nativos como Eugenia
uniflora (E. uniflora) e Psidium cattleianum (P. cattleianum), conhecidos popularmente
como pitanga e aracd, respectivamente, sdo fontes naturais de flavonoides que,
devido as suas caracteristicas antioxidantes, apresentam efeito protetor promissor
frente a alteracdes bioquimicas observadas nas doencas neurodegenerativas.

Diante da relacdo de estresse oxidativo com a fisiopatologia de diferentes
doencas e da elevada concentracdo de compostos fendlicos como as antocianinas
nos frutos vermelhos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos
hidroalcoolicos de frutos de E. uniflora e P. cattleianum em marcadores de estresse
oxidativo induzido em cérebro total de ratos.

2. METODOLOGIA

Frutos de E. uniflora e P. cattleianum foram disponibilizados pela Embrapa
Clima Temperado (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), localizada em
Pelotas/RS, Brasil. Para preparacédo dos extratos hidroalcodlicos conforme descrito
por BORDIGNON et al. (2009), frutos picados foram sonicados durante 30 minutos a
25 °C em etanol-agua a 70:30 v/v (pH 1,0). Posteriormente, os extratos brutos foram
filtrados e o pH ajustado para 4, sendo o etanol removido sob pressao reduzida e a
solucdo aquosa restante liofilizada. Cérebro total de ratos Wistar de 35 dias de idade
foram homogeneizados em tampéao fosfato de sodio (20 mM pH 7,4) contendo KCI
(240 mM, 1:10, p/v) e centrifugados a 3500 rpm e 4°C por 10 minutos. (CEEA-
5747/2015), O dano oxidativo foi induzido com adicdo de 10 pL de peroxido de
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hidrogénio (5 mM) e 5 pL de sulfato ferroso (20 uM) em 225 pL do homogeneizado.
Os grupos testados neste trabalho dividiram-se em: Controle (C), Controle Induzido
(C), o antioxidante padrédo Acido Ascérbico (AA) (100 pM), e os extratos dos frutos
nativos utilizados nas concentracdes de 25, 50, 100 e 250 pg mL™* diluidos em agua
destilada. Dez microlitros de AA ou das diferentes concentragdes dos extratos foram
adicionadas a mistura e incubadas sob 37 °C por 1 hora.

As andlises dos parametros de estresse oxidativo incluiram as ERO, conforme
descrito por ALI et al. (1992), e a peroxidacdao lipidica, mensurada pelas substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) (ESTEBAUER & CHEESEMAN,1990). A
determinacédo de proteinas utilizou albumina como padréo e azul de Comassie como
reagente de coloracdo (BRADFORD, 1976). A andlise estatistica foi realizada com o
software GRAPHPAD PRISM 5.0 (San Diego, CA, U.S.A.) através de ANOVA de uma
via, seguida do teste post hoc de Tukey. Dados foram expressos como média + erro
padréo onde P< 0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes aos niveis de ERO e TBARS estéo representados na
Figura 1 e na Figura 2, respectivamente, e demonstram que a indugéo do estresse
oxidativo aumentou significativamente (P<0,001) os niveis de ERO e TBARS, no
grupo CI quando comparado ao grupo C. Por outro lado, os extratos dos dois frutos
vermelhos demonstraram uma importante capacidade de prevencdo do aumento das
ERO quando comparados ao grupo Cl. O extrato de araca demonstrou uma melhor
capacidade de prevencéo do aumento dessas ERO (P<0,001) nas concentragdes de
50, 100 e 250 ug mL* de extrato testado. J& o extrato de pitanga foi capaz de prevenir
totalmente, e de forma semelhante ao antioxidante padrédo, o aumento de ERO
somente na concentracdo de 250 ug mL™* (P< 0,001). Na Figura 2 podemos observar
gue os extratos de E. uniflora e P. cattleianum preveniram totalmente o aumento de
TBARS nas concentracdes de 100 e 250 ug mL* (P< 0,001) de extrato testado. Essas
concentragbes aqui destacadas foram semelhantes a atividade do antioxidante
padrao utilizado neste ensaio.

O excesso de ERO pode contribuir para o aumento da peroxidacéo lipidica e
estes processos estdo relacionados com a neurodegeneracdo encontrada em
doencas como Alzheimer e Parkinson, uma vez em que ha dano em células neuronais
gue sdo formadas por alto conteudo lipidico (CHOI et al. 2012; ANGELOVA et al.
2018). Extratos hidroalcodlicos dos frutos de E. uniflora e P. cattleianum
demonstraram em sua composicdo a presenca de importante conteddo de
antocianinas (OLIVEIRA et al. 2017, 2018). A atividade antioxidante dessa classe de
compostos pode ser resultado de diversos fatores, dentre eles a eliminacéo direta de
radicais livres, devido a sua capacidade estrutural de doar elétrons, ou ainda, da acéo
antioxidante atribuida aos seus metabdlitos gerados apds digestdo, pois alguns
destes possuem a capacidade de permanecer estaveis, biodisponiveis e ainda
atravessar a barreira hemato-encefalica (ULLAH et al. 2019). Estudos in vivo com
extratos de E. uniflora e P. cattleianum em modelos experimentais que apresentaram
aumento da lipoperoxidacdo demonstraram que estes frutos vermelhos foram
capazes de prevenir o aumento de TBARS em estruturas cerebrais isoladas
(OLIVEIRA et al. 2017, 2018).

Outro ponto discutido € a acdo desses compostos na restauracéo direta das
enzimas antioxidantes responsaveis por manter as ERO sob niveis fisioldgicos
(SPEER et al. 2020). Sabe-se que em doencas neurodegenerativas como 0
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Alzheimer, a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) encontra-se diminuida
(AFZAL et al. 2019). Estudos in vivo com extratos ricos em antocianinas
demonstraram a capacidade da pitanga (OLIVEIRA et al. 2017) em prevenir
alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase (CAT) em modelos
experimentais onde suas atividades estavam alteradas.
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Figura 1: Efeito de diferentes concentracdes do extrato de Eugenia uniflora e Psidium
cattleianum nos niveis de espécies reativas de oxigénio frente ao estresse oxidativo
induzido em cérebro de ratos. Dados expressos como média * erro padrdo de % do
controle (n=4-5). **P<0,01 e **P<0,001 comparado ao grupo C. #*P<0,01 e
###P<0,001 comparado o grupo Cl. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de
Tukey. AA, acido ascorbico; C, controle; Cl, controle induzido.
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Figura 2: Efeito de diferentes concentracdes do extrato de Eugenia uniflora e Psidium
cattleianum nos niveis de TBARS frente ao estresse oxidativo induzido em cérebro de
ratos. Dados expressos como média + erro padrdo (n=4-6). *P<0,05, **P<0,01 e
***P<0,001 comparado ao grupo C. #P<0,05, #P<0,01 e *#P<0,001 comparado o
grupo CI. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey. AA, acido ascorbico;
C, controle; ClI, controle induzido; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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4. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que os extratos de E. uniflora e P. cattleilanum
apresentam potenciais efeitos protetores frente ao dano causado pelo estresse
oxidativo, que é um dos mecanismos envolvidos no surgimento e agravo de diversas
doencas neurodegenerativas.
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