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RESUMO:

Espécies reativas de oxigénio sdo formadas nas células durante as reacdes metabolicas
aerébicas e quando produzidas em grande quantidade ou ndo eliminadas de forma eficaz
podem prejudicar o funcionamento ou danificar a célula causando sua morte. Para manter
a viabilidade celular € indispensavel a manutencao do equilibrio entre a quantidade de es-
pécies reativas de oxigénio e a acao das defesas que a célula dispde. No aparato de defesa
celular estdo compostos e enzimas com atividade antioxidante. Entre as enzimas esta a
catalase, que catalisa a reacao que inativa o peréxido de hidrogénio (H202) impedindo a
formacdo do radical hidroxila (OH’), uma das espécies reativas que mais danos causa a
célula. Compostos bioativos com capacidade de modulagéo da atividade enzimatica podem
aumentar a capacidade de defesa celular contra espécies reativas de oxigénio a partir do
aumento da atividade de enzimas como a catalase. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de extratos obtidos de acai e pitanga, contendo compostos bioativos, sobre a
atividade da enzima catalase. Os extratos das duas frutas foram capazes de modular a
atividade enzimatica, porém sé os extratos etéreo e aquoso de pitanga aumentaram essa
atividade, sendo a maior proporcionada pelo extrato etéreo. Os resultados indicam a pos-
sibilidade de modular a atividade da catalase e, com isso, permitir maior capacidade de
defesa celular contra espécies reativas de oxigénio.
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ABSTRACT

Reactive oxygen species are formed in cells during the aerobic metabolic reactions
and when large quantities are produced or not effectively eliminated can impair the function-
ing or damage the cell causing its death. To keep the cell viability is essential to maintaining
the balance between the amount of reactive oxygen species and the action of defenses of
the cell. In cellular defense apparatus are compounds and enzymes with antioxidant activity.
Among the enzymes is catalase, which catalyses the reaction that inactivates the hydrogen
peroxide (H202) preventing the formation of hydroxyl radical (OH), the reactive species most
damage to the cell. Bio-active compounds are capable of modulation of enzyme activity that
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can increase cellular defense capability against reactive oxygen species from the increased
activity of enzymes such as catalase. The aim of this work was to evaluate the influence of
extracts obtained from acai and Brazilian cherry, containing bio-active compounds on the
activity of the enzyme catalase. The extracts of the fruits were able to modulate the enzy-
matic activity, however only the ethereal extracts and aqueous Brazilian cherry increased
such activity, being the largest provided by ether extract. The results indicate the possibility
to modulate the activity of catalase and thus allow more cellular defense capability against

reactive species of oxygen.

Keywords: Reactive oxygen species, catalase, activity, acai, brasilian cherry.

1. INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio
(ERO) séo produzidas endogenamente
como consequéncia direta de reacdes me-
tabolicas que necessitam de oxigénio e,
também em situagBes especificas como a
exposicdo da célula a compostos xenobio-
ticos que podem provocar a reducao in-
completa de O2 [1].

O acumulo de EROs pode ser ex-
tremamente téxico para as células. Estu-
dos publicados evidenciam o dano gerado
pelo acimulo de EROs e sua relagao com
doencas neurodegenerativas, crénico in-
flamatorias, vasculares e cancer [2;3]. Em
sistemas aerodbicos, o equilibrio entre a
guantidade de espécies reativas de oxigé-
nio e o sistema de defesa € imprescindivel
para manutencéo da viabilidade celular.

O sistema de defesa celular pode
atuar antes ou apos a acao deletéria das
espécies reativas de oxigénio. Para agir
de forma detoxificadora, antes que as le-
sbes a célula ocorram, ha um aparato que
conta, além de substancias antioxidantes,
com a acao de enzimas como superoxido-
dismutase (SOD), glutationa-peroxidase
(GSH-Px) e catalase [1].

A catalase, especificamente, é uma
hemeproteina citoplasmética encontrada
em maior quantidade no sangue, medula
0ssea, mucosas, rim e figado. Esta en-
zima catalisa a inativagdo, no interior da
célula, do perdxido de hidrogénio (for-
mando H20 e O32), impedindo a continui-
dade das reacOes e a formacao de radi-
cais livres como o radical hidroxila (OH"),
considerado o mais deletério ao orga-
nismo [1; 4; 5].

Ao passo que, por fatores como a
diabetes ou a exposicdo a compostos xe-
nobidticos, a quantidade de espécies rea-
tivas de oxigénio aumenta, as defesas an-
tioxidantes enddégenas se tornam insufici-
entes para manter o equilibrio [6]. Con-
tudo, estudos indicam que extratos de
plantas que contenham compostos bioati-
vos capazes de modular a atividade de en-
zimas permitem uma acao antioxidante
significativa, capaz de diminuir os efeitos
nocivos gerados por estas espécies reati-
vas de oxigénio [7].

Muita atencdo tem sido dada ao
acai (Euterpe oleracea Mart.), por sua ca-
pacidade antioxidante associada ao po-

tencial beneficio a saude [8]. O agaizeiro é
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uma palmeira amplamente distribuida no
norte da América do Sul com a sua maior
ocorréncia e importancia econémica nas
planicies de inundac&o do estado brasi-
leiro amazonico do Para [9]. O acai de di-
ferentes ecossistemas amazonicos reune
caracteristicas essenciais para a nutricdo
humana como fonte de energia, fibra ali-
mentar, antocianinas, minerais, particular-
mente, célcio e potassio [10]. Foram iden-
tificados pelo menos cinco esterdis inclu-
indo [-sitosterol (78%), estigmasterol
(6,5%), 65-avenasterol (6,5%), campeste-
rol (6,0%), e de colesterol (2,0%). Contém
ainda acidos fendlicos como o acido vani-
lico, acido siringico, acido p-hidroxibe-
z6ico, acido ferdlico, catequinas e cianidi-
nas além de flavonoides, com destaque
para a quercetina, orientina e seus deriva-
dos, e proantocianidinas [8; 11].

Segundo estudos, extratos vege-
tais ricos em antocianinas, como o0 acai,
apresentaram atividade antioxidante con-
siderdvel e aumentaram significativa-
mente a atividade de enzimas celulares
com acédo antioxidante de Células Caco-2
[12].

J& a pitanga, fruto da pitangueira
(Eugenia uniflora L.), pertencente a familia
das Myrtaceae, e que € nativa do Brasil
até o Norte da Argentina e Uruguai. E lar-
gamente consumida como frutas frescas,
suco de frutas, polpa congelada e geleia
[13].
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Dentre os compostos fitoquimicos
presentes na pitanga estdo compostos fe-
nodlicos, quercetina, kaempferol e mirice-
tina, leucoantocianidinas e esteroides e
triterpenos. No Oleo essencial obtido da
fruta sdo encontrados acidos fendlicos, B-
pireno, limoneno e cineol [14; 15]. Em pi-
tanga fresca foram identificados o lico-
peno (73,0 ng/ g), y-caroteno (52,7 ug/ g),
B-criptoxantina (47,0 ug / g), rubixantina
(23,0 ug / g), fitoflueno (13,1 ug / g), B-ca-
roteno (9,5 ug / g) e C-caroteno (4,7 ug / g)
[13].

Segundo Schapoval et al. (1994)
[16], o extrato de pitanga teve acgéao inibi-
toria sobre a atividade da enzima xantina
oxidase e aumentou o metabolismo de li-
pidios. Em outros testes, um dos resulta-
dos obtidos foi, a verificacdo da ac&o anti-
oxidante através da diminuigcdo da peroxi-
dacao lipidica em ratos a partir da utiliza-
cao de 6leos essenciais de pitanga [17].

Nesse sentido, crescem os estudos
sobre a acéo e efeito de substancias com
propriedades antioxidantes, sejam essas
com acéo direta ou indireta, como na mo-
dulacdo da atividade de enzimas antioxi-
dantes [7; 12; 18]. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia de
compostos bioativos presentes em extra-
tos produzidos a partir de acai e pitanga,
na atividade da enzima antioxidante cata-
lase de fracao citosolica de células cere-

brais de ratos.
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2. MATERIAL E METODOS

21. OBTENCAO DE FRACAO
ENZIMATICA CEREBRAL DE RATOS

As amostras de cérebro de ratos
Wistar machos foram descongeladas, pe-
sadas e homogeneizadas em homogenei-
zador Potter-Elvejhem teflon/vidro, numa
proporcao de 1,0 g de cérebro para 4,0 mL
de solucao tampéo gelada (fosfato de po-
tassio 0,1 M, de pH 7,0, contendo saca-
rose 0,25 M). Os homogeneizados foram
centrifugados a 9.000 x g por 45 minutos
a 4 °C. Os sobrenadantes desta primeira
centrifugacéo foram transferidos para no-
vos tubos e ultracentrifugados em ultra-
centrifuga Hitachi, a 100.000 x g por 90
minutos a 4 °C. O sobrenadante, fracéo ci-
tosolica, foi recolhido, aliquotado e arma-
zenado em freezer (aproximadamente -
20°C) até sua utilizacdo na determinacao

de atividade de catalase.

2.2. DETERMINACAO DA CONCENTRA-
CAO PROTEICA NA FRACAO SOLUVEL
DE CEREBRO DE RATO.

A determinacdo da concentracao
proteica foi realizada segunda método Pe-
terson (1977) [19]. Os resultados foram
expressos em atividade especifica, padro-
nizado para a concentragdo de proteinas
soluveis estimada, utilizando como padrao

10ug e 100ug de albumina sérica bovina
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(BSA) e utilizados no célculo das ativida-

des enziméticas especificas.

2.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS DE PI-
TANGA E ACAI.

2.3.1. Obtencéo dos extratos brutos de
pitanga e acai

Os compostos bioativos presentes
na polpa “in natura” triturada de acai e de
pitanga foram extraidos com agua desti-
lada na propor¢cao de 1:5 (g da amostra:
mL de agua) durante 1 hora em agitador
magnético a temperatura ambiente. A so-
lucdo foi filtrada a vacuo em funil de
Blchner e o residuo liquido centrifugado a
3.000 rpm por 2 minutos para decantacéo
de solidos mais finos. Os extratos brutos
obtidos foram utilizados no estudo da in-

fluéncia sobre a atividade enzimatica [20].

2.3.2. Obtencdo dos extratos etéreo,
aguoso e alcoolico de pitanga e acai
As polpas de acai e pitanga foram
expostas a calor seco durante cinco dias
para retirada da maxima quantidade de
agua possivel, e entdo utilizadas como
matéria-prima para obtencao dos extratos.
A polpas secas e trituradas foram
adicionadas de éter etilico na proporcéo
1:5 e mantidas sob agitacdo durante 1
hora a temperatura ambiente. Apds o
tempo de extracdo, as misturas foram fil-

tradas e armazenadas até sua utilizacéo
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nos testes enzimaticos. Os sélidos resul-
tantes do processo, foram utilizados para
obtencao dos extratos aquoso (agua des-
tilada) e alcodlico (éter etilico) seguindo a

mesma metodologia.

2.4. ATIVIDADE DE CATALASE CITOSO-
LICA CEREBRAL

Os ensaios para determinacédo da
atividade da catalase foram conduzidos
segundo protocolo de Zoppi et al. (2003)
[21], a partir do consumo do substrato. Os
ensaios foram realizados na auséncia e na
presenca dos extratos das frutas, sendo
0S primeiros tidos como atividade con-
trole. Foram utilizados 10 uL dos extratos
brutos, etéreos, alcodlicos e aquosos de

acai e pitanga.
2.5. ANALISE ESTATISTICA
O tratamento estatistico dos resul-

tados obtidos foi realizado utilizando o
teste t de Student para comparacéo de
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médias, tendo como parametro o valor de
p 5%.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A enzima catalase decompoe o
peroxido de hidrogénio resultante do
metabolismo celular cuja acéo oxidativa é
toxica para algumas células, sendo
necessaria sua degradacdo para evitar
danos que comprometam a viabilidade
celular [22].

Os ensaios foram realizados para
avaliar a influéncia dos compostos
bioativos, obtidos a partir dos diferentes
extratos de frutas, sobre a atividade da
enzima catalase citosolica de cérebro de
ratos. Com os resultados obtidos, foi
possivel observar uma concentragdo de
catalase citisolica cerebral passivel de ser
avaliada quanto a sua atividade e
modulagcdo a partir dos compostos
bioativos de extratos de frutas, nas
condi¢cOes dos ensaios realizados.

A Tabela 1 apresenta os resultados
de atividade de catalase citosolica
cerebral de rato, na presenca dos diversos

extratos obtidos de acai e pitanga.

Tabela 1. Atividade de catalase cerebral de ratos na auséncia (controle) e presenca dos
extratos bruto, etereo, aquoso e alcodlico de pitanga.

Atividade de catalase (mmol/min/mg)

Controle Extrato  Extrato Extrato Extrato

Bruto etéreo Alcodlico  aquoso
Acai 0,0035+ 0,0011+ 0,0019+ 0,0004+ 0,0001+
0,00001 0,00013 0,00008 0,00023 0,00009
Pitanga 0,0035+ 0,0026+ 0,00087+ 0,00058+ 0,0021+
0,00001 0,00059 0,000130 0,000070 0,00039

A analise estatistica foi realizada através do teste t Student e os valores considerados sig-
nificativamente diferentes (p<0,05).
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Apesar da atividade de catalase
cerebral relativamente baixa, esta foi
suficiente para observar a influencia dos
extratos de frutas. Na presenca dos
extratos de acai houve inibicdo da
atividade enzimética sendo a maior
induzida pela acdo do extrato aquoso de
acai (aproximadamente 97%). Os extratos
bruto, etéreo e alcodlico também
promoveram inibicdo consideravel da
atividade, sendo 69%, 46% e 88%,
respectivamente.

Apesar de estudos relatados na
literatura terem indicado uma possivel
melhora na atividade de enzimas
antioxidantes por agdo de compostos
como as antocianinas [12], a mesma
resposta nao foi obtida em observacéo a
acado dos compostos bioativos existentes
no agai, incluindo antocianinas, sobre a
catalase cerebral de ratos. Ao contrério,
pode-se observar uma forte diminicao
dessa atividade o que pode de forma
geral, prejudiar a defesa celular contra as
EROs ou exigir desta um mecanismo com-
pensatério, como aumento da atividade de
outras enzimas a fim de evitar danos [3].

Os extratos de pitanga também
infuenciaram diretamente a atividade de
catalase cerebral de ratos, porém o
extrato etéreo e o0 extrato alcodlico
induziram  aumento na  atividade
enzimatica, com ativacdo de cerca de
148% e 66%, respectivamente. Sendo o

extrato etéreo obtido a partir do do uso de
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solvente apolar (éter etilico), apenas
compostos sollveis sdo extraidos e
possivelmente, compostos que favorecem
a atividade da catalase. Ja os extratos
bruto e aquoso, promoveram inibicdo da
atividade (aproximadamente 26% e 40%,
respectivamente).

A modulagdo na atividade da
catalase indica que compostos bioativos
presentes em frutas como a pitanga,
podem melhorar a resposta celular frente
ao estresse oxidatido causado pelo
aumento da quantidade de EROs.

A presenca de um ou mais
compostos bioativos podem modular a
atividade da catalase e, variacbes na
concentragdo e na estrutura destes
compostos podem influenciar o tipo de
modulacdo sucedida. O conhecimento
sobre esse potencial de modulagéo pode
facilitar o0 uso desses compostos em
estudos direcionados sobre a capacidade
de defesa de diferentes células contra
EROs.

4. CONCLUSOES

A partir dos testes realizados foi
possivel determinar a atividade da enzima
antioxidante catalase em fracéo citosolica
cerebral de ratos e avaliar como extratos
contendo compostos bioativos de acai e
pitanga influenciam a atividade dessa

enzima.
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Todos os extratos de acai testados
(bruto, etéreo, aquoso e alcodlico)
diminuiram a atividade da catalase. A
maior inibicdo da atividade enzimatica
ocorreu com a utilizacdo do extrato
aquoso de acai. Apesar de muitos estudos
se referirem ao acai como contendo
grande teor de compostos antioxidantes,
incluindo as antocianinas que por
polaridade tendem a ser extraidas em
meio aquoso, esses compostos nao
atuaram aumentando a atividade da
catalase. Isso indica que a atividade
antioxidante dos compostos presentes no
acai vem de atividade do composto em
reacao direta com as espécies reativas de
oxigénio ou por ativacdo de outras
enzimas que fazem parte do aporte celular
de sistema de defesa antioxidante.

Quanto aos resultados obtidos nos
ensaios com extratos de pitanga, o extrato
etéro promoveu ativacdo da catalase,
aumentando expressivamente sua
atividade. Os resultados indicam que um
ou mais compostos bioativos extraidos em
fase etérea, podem aumentar a
capacidade de defesa antioxidante
celular, a partir do aumento da atividade
da enzima catalase.

O foco de futuros estudos nos
compostos bioativos obtidos de pitanga e
outros vegetais pode revelar caminhos
alternativos e promissores na diminuigdo

dos efeitos negativos das espécies
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reativas de oxigénio e aumento da

viabilidade celular.
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