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RESUMO

A acerola (Malpighia glabra L.) é uma planta usada popularmente para vdrios fins, e com alto teor de
vitamina C. Para avaliar a atividade genotéxica e antigenotéxica da acerola, foi realizado o Ensaio Cometa
in vitro em amostras de sangue de Mus musculus. As amostras de acerola eram provenientes do Rio Grande
do Sul (RS) e Sao Paulo (SP), sendo utilizadas em trés concentracoes: C1 (2mg/ml), C2 (Img/ml) e C3
(0,5mg/ml). A CI1/RS apresentou efeito genotoxico. As demais concentracdes da amostra do RS, e todas as
concentracoes de SE ndo apresentaram inducdo a genotoxicidade. Quanto a antigenotoxicidade em relacdo
ao H,0,, a amostra do RS ndo apresentou efeito protetor, ao contrdrio da amostra de SP que apresentou em
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todas as concentracées. Andlises quanto a constituicdo de cada amostra estdo sendo realizadas para elucidar
estes resultados.
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ABSTRACT

Acerola (Malpighia glabra L.) is a popularly used plant for various purposes, which has a high content of
vitamin C. The aim of this study was to evaluate the genotoxicity and antigenotoxicity of acerola, through of comet
assay invitro on blood samples of Mus musculus. The samples of acerola were from Rio Grande do Sul (RS) and
Sao Paulo (SP), and were studied on three concentrations: C1 (2mg/ml), C2 (Img/ml) e C3 (0.5mg/ml). The
concentration C1/RS showed genotoxic effect. The others concentrations of RS samples and all concentrations
of SE did not showed induction to genotoxicity. As to antigenotoxicity, the RS sample hasn't showed protector
effect, unlike SP sample, which showed it in all concentrations. Analysis as to constitution from every sample is

being taken to elucidate these results.
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INTRODUCAO

A utilizagio de plantas com fins medicinais,
para tratamento, cura e prevencio de doencas, é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal
da humanidade. No inicio da década de 1990, a
Organizagio Mundial de Saide (OMS) divulgou
que 65-80% da populagio dos paises em desenvol-
vimento dependiam das plantas medicinais como

nica forma de acesso aos cuidados basicos de satide
(VEIGA JR. et al., 2005).

Apesar do uso indiscriminado das mesmas, até
hoje sdo escassos os estudos sobre as suas constitui-
¢oes quimicas e atividades bioldgicas. A literatura
descreve intimeras atividades bioldgicas relacionadas
com os compostos encontrados, principalmente os
fendlicos MONTOURO et al., 2005). O estudo da
constituicio quimica das plantas tem contribuido
para que alguns farmacos potentes tenham sido

descobertos (SANNOMIYA et al., 2004). Extra-

tos vegetais e seus constituintes isolados podem
ser usados na fabricagdo de produtos terapéuticos
industrializados (MARQUES, 2002). Relatos reve-
lam que cerca de 80% da populacio mundial utiliza
plantas com finalidade terapéutica (FETROW e
AVILA, 2000).

Em grande parte, os efeitos gerados pelos consti-
tuintes de uma planta no organismo vivo sio verifi-
cados baseando-se nos conhecimentos populares de
uso repetitivo e tradicional. Sabe-se que os vegetais
e frutas possuem classes de agentes fitoquimicos
com diversas acdes terapéuticas, como efeitos an-
tioxidante, antimutagénico e até anticarcinogénico
(KUSAMRAN et al., 1998; NAKAMURA et al.,
1998; NOGUEIRA etal., 2005). Enfim, os extratos
de muitas plantas podem ser usados no tratamento

de vérias doencas humanas (YEN et al., 2001).

Apesar de muitas acdes benéficas das plan-
tas, é importante considerar que alguns de seus
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constituintes podem ser toxicos ao organismo, e o
metabolismo vegetal pode gerar metabdlitos com esta
mesma atividade. Segundo Ames (1983) e Franke et
al. (2003), elementos da dieta humana presentes em
vegetais, podem ter uso tanto medicinal como podem
apresentar substincias nocivas para o organismo.

Malpighia glabra L., popularmente chamada de
“acerola” ou “cereja-das-antilhas”, é uma espécie
nativa encontrada na América Tropical. E muito
utilizada popularmente pela sua agio adstringente,
vitaminica, antianémica, nutritiva e antifngica.
A acerola, pelo seu inegavel potencial como fonte
natural de vitamina C, flavonéides, carotendides
e antocianinas e sua grande capacidade de apro-
veitamento industrial, tem atraido o interesse dos
fruticultores e passou a ter importincia econdmi-

ca em vdrias regides do Brasil (NOGUEIRA et
al.,2005).

A composi¢io quimica, inclusive a distribui¢ao
de componentes do aroma da fruta, é dependente
das espécies, condi¢des ambientais e, também, do
estagio de maturagio da fruta (VENDRAMINI e
TRUGO, 2000). Segundo Aratjo (1994), a acerola
sofre alteracdes na cor, aroma, sabor e textura logo
apos a colheita. Este fato pode ser explicado por
condi¢es de armazenamento, temperatura, entre
outros, podendo levar a uma possivel degradagio
dos compostos ativos.

A composicio nutricional de acerolas in natura
e do suco de acerola nao processado conforme
USDA (2004) demonstra ser estes excelentes
fontes de vitamina C, carotendides precursores da
vitamina A, licopeno, além de conter quantidades
considerdaveis de tiamina, riboflavina, niacina,
acido pantoténico, célcio, ferro e magnésio. Uma

por¢io de 100 gramas da fruta in natura fornece
2796% da Ingestao Didria Recomendada (IDR)
de vitamina C e 28,76% da IDR de vitamina A

necessdria para um adulto. O alto teor de 4dcido
ascérbico e a presenga de antocianinas destacam
este fruto no campo dos funcionais pela habilidade
desses compostos em capturar radicais livres no
organismo humano. A vitamina C, o B-caroteno e
outros carotendides agem como antioxidantes no
organismo humano (SIZER e WHITNEY, 2003;
MESQUITA e VIGOA, 2000).

O teor de vitamina C e outras caracteristicas
atribuidas a qualidade da acerola, tais como colo-
ragio, peso e tamanho dos frutos, teor de sélidos
soldveis e pH do suco, além de serem afetadas pela
desuniformidade genética dos pomares, sofrem in-
fluéncia de vérios outros fatores, como precipitagoes
pluviais, temperatura, altitude, adubacio, irrigagao
e aocorréncia de pragas e doengas NOGUEIRA et
al., 2005). O alto teor de vitamina C e a fragilidade
apresentada por este fruto tém motivado diversos
pesquisadores, em diferentes partes do mundo, a
trabalhar com sua caracterizagio quimica e seus
possiveis efeitos benéficos ao organismo humano.

Os antioxidantes vegetais sio de natureza muito
variada, mas, indubitavelmente, os flavondides
constituem o grupo mais representativo (RICE-
EVANS et al., 1995). Secundando os flavonéides,
a variedade de quase mil tipos diferentes de caro-
tendides descritos em plantas também chama a
atencio (HARBORNE, 1988). O termo flavondi-
de engloba um grupo de compostos polifenélicos
complexos que apresenta uma estrutura comum
caracterizada por dois anéis arométicos e um hete-
rociclo oxigenado. A familia dos flavonéides inclui
os subgrupos flavandis (catequina, epicatequina,
etc.), flavanonas (naringina, taxifolina), antocia-
nidinas (malvidina, cianidina), flavonas e flavondis
(quercitina, luteolina, rutina, etc.) (HARBORNE,
1988), estando presente em uma grande variedade
de alimentos de origem vegetal como frutas, vege-
tais, sementes, flores e folhas, e fazem parte integral
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da dieta humana (HERMMAN, 1976; Hertog et
al., 1992, HERTOG et al 1993%).

Nos dltimos anos, muitos estudos tém sido
realizados sobre o papel das espécies reativas
de oxigénio na etiologia de varias doengas
(HALLIWELL, 1987). As propriedades antioxi-
dantes dos flavondides tém, assim, atraido a aten-
¢do para a nutrigdo preventiva, pois constituintes
alimentares protegem contra o dano oxidativo,
podendo também contribuir para a prevengio de
importantes patologias, como doengas cardiovas-
culares, envelhecimento e cancer.

Considerando a importancia do uso popular e
a cultura pronunciada de acerola no Brasil, este
trabalho se propds a avaliar as atividades geno-
toxica e antigenotoxica do extrato liofilizado de
acerola proveniente de duas diferentes regides do
Brasil: Sao Paulo e Rio Grande do Sul. Para isso,
foi utilizado o Ensaio Cometa (EC) na sua versio
in vitro em sangue de camundongos.

MATERIAL E METODOS

Para obtengio das concentracdes de acerola
utilizadas, o extrato da polpa do fruto maduro da
acerola foi liofilizado em 4gua. A partir do liofilizado,
foram obtidas trés concentracoes: C1 (2mg/ml), C2
(Img/ml) e C3 (0,5mg/ml).

Quatro camundongos Mus musculus - CF-1 -
machos foram sacrificados por guilhotinamento
e o sangue foi coletado em microtubos com 30ul
de heparina. Foram preparadas quatro aliquotas
de 100ul de sangue de cada animal, sendo cada
uma exposta a uma das trés concentragdes por
duas horas, a 37°C, em estufa, protegidas da luz.

A C2 foi exposta também por quatro horas, a fim
de se avaliar se a diferenga de tempo de exposi¢ao
poderia apresentar influéncia. Uma das amostras
de sangue de cada animal foi utilizado como con-
trole negativo (CN) nio sendo exposto a nenhuma
concentracdo. O Ensaio Cometa (EC) in witro foi
realizado conforme descrito por SZETO (2002),

com algumas modificacdes.

As laminas (quatro por dose e individuo) foram
preparadas com 7,5ul de sangue de cada amostra
diluidos em 95ul de agarose e posteriormente
submersas em solucio de lise durante 48 horas, a
4°C. Para avaliagio de antigenotoxicidade, 1ami-
nas em duplicata foram mergulhadas em solugio
de peréxido de hidrogénio (H,O,) durante cinco
minutos antes de serem expostas a solucio de lise.
Foi realizado o EC de versio alcalina para detecgio
de quebras de fita tnica e dupla, danos alcali-labeis
e crosslinks, através da incubagio das laminas em
tampao pH>13 por vinte minutos. Em seguida
realizou-se uma eletroforese a 300mA e 25V duran-
te quinze minutos. Esta corrente, havendo danos
no DNA, faz com que os fragmentos do mesmo
migrem, fazendo com que se tenha uma imagem
de célula “cometa” (célula com cauda). As laminas
foram entdo neutralizadas, fixadas e coradas com
nitrato de prata.

A anilise das [Aminas foi feita com microsco-
pio 6ptico 100x e foram analisadas 100 células/
individuo/tratamento (50/1amina). Os ntcleos
contendo o DNA intacto sdo redondos (sem
danos — classe 0), enquanto as células lesadas sio
classificadas de acordo com a cauda (de pouco
dano-1 até danos miximos— classe 4 ) (Figura 1).
Os resultados foram expressos em indices de danos
(ID), conforme a classificagio visual das classes de
danos. Ou seja, para cada grupo, o ID pode ir do
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zero (100X0; 100 células observadas sem danos)
a 400 (100X4; 100 células observadas com dano
maximo). Ainda expressaram-se os resultados em
freqiiéncia de dano (FD; %), cujo calculo é a por-
centagem de células com danos, e que pode variar
de zero a 100. Os resultados foram submetidos a
analise de variAncia ANOVA de uma via e, em
seguida, ao teste de Tukey.

Figura 1 - Classes de danos no Ensaio Cometa.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Na avaliagio da atividade genotoxica, a Cl,
concentragio mais alta, da amostra de acerola
proveniente do RS apresentou efeito genotdxico
(P<0,05). As demais concentracoes dessa mesma
amostra nfo apresentaram efeito genotdxico, nao
induzindo danos, quando comparadas ao CN (Fi-
gura 2), tanto para ID quanto para FD. O controle
negativo, amostra de sangue nio exposta a acerola,
quando em exposi¢io ao perdxido de hidrogénio
(controle positivo) demonstra aumento significa-
tivo de lesoes.
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Figura 2 - indice (A) e freqliéncia (B) de danos da ava-
liacao da atividade genotodxica em camun-
dongos tratados com acerola proveniente
do estado do Rio Grande do Sul. CN=
controle negativo; C+= controle positivo;
C1= 2mg/ml; C2= 1mg/ml; C3= 0,5mg/
ml; C2-4h= amostra exposta por 4h (demais
2h). *** P<0,001 em relagao ao CN.

Na mesma avaliacio, tanto no ID quanto na FD,
a amostra de SP nio apresentou efeito genotdxico
em nenhuma das concentragdes utilizadas, em

relagdo ao CN (P>0,05) (Figura 3).
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Gao da atividade genotdxica de camundongos
tratados com acerola proveniente do estado
de Sé@o Paulo. CN= controle negativo; C+=
controle positivo; C1= 2mg/ml; C2= 1mg/ml;
C3=0,5mg/ml; C2-4h= amostra exposta por4h
(demais 2h). *** P<0,001 em relacéo ao CN.

Na avaliacdo da atividade antigenotdxica, a
amostra de acerola proveniente do RS néo apre-
sentou efeito antigenotdxico em nenhuma das con-
centragdes tratadas com H,O, (P>0,05), quando
comparadas com o grupo de controle positivo, que
recebeu apenas H O, (Figura 4).
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Figura 4 - indice (A) efreqiiéncia (B) de danos da ativida-

de antigenotdxica da acerola proveniente do
Estado do Rio Grande do Sul. CN= controle
negativo; C+ = controle positivo; C1= 2mg/
ml; C2= 1mg/ml; C3= 0,5mg/ml; C2-4h=
amostra exposta por 4h (demais 2h). ***
P<0,001 em relacéo ao CN.

A amostra de SP apresentou redugio signifi-
cativa de danos (P<0,001) para ID e FD quando
avaliou-se a atividade antigenotéxica da mesma.
Ou seja, todos os tratamentos aliados ao perdxido
de hidrogénio diminufram o ID quando comparados
com o controle positivo (Figura 5).
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Figura 5 - indice (A) e freqiiéncia (B) de danos da ativi-
dade antigenotdxica da acerola proveniente
do Estado de Sao Paulo. CN= controle
negativo; C+ = controle positivo; C1= 2mg/
ml; C2= 1mg/ml; C3= 0,5mg/ml; C2-4h=
amostra exposta por 4h (demais 2h). ***
P<0,001 em relacao ao CN; #P<0,05 e
##P<0,01 em relagcdo ao C+.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Ambas as amostras sio da mesma espécie de
acerola (Malpighia glabra L.) do mesmo periodo
de maturagio, ou seja, tanto a amostra de Sao
Paulo quanto a do Rio Grande do Sul sio de frutos
maduros. Mesmo assim, apresentaram diferengas
significativas quanto ao seu potencial genotdxico
e antigenotéxico, as quais devem estar vinculadas
as diferengas de constituicio dessas amostras.

Os resultados analisados mostram que a amos-
tra de SP nio causou dano genotdxico ao sangue
dos camundongos tratados in vitro com extrato de
acerola. Ao contrario, em todas as concentragdes,
essa amostra protegeu o DNA dos danos cau-
sados pelo H,O,. A amostra proveniente do RS
demonstrou um resultado oposto: tanto néo prote-
geu o DNA dos danos causados pelo H,0,, quanto
induziu genotoxicidade de forma significativa na
concentracdo mais alta, a C1 (Zmg/kg).

Dessa forma algumas possibilidades sdo infe-
ridas. Dentro da mesma espécie, podem existir
diferentes variedades da planta, sendo que cada
variedade pode apresentar constituigio diferente da
outra. Assim, a quantidade de vitamina C presente
em cada variedade também pode ser diferente, al-
terando, portanto, seu efeito no organismo: como
pré-oxidante, sendo prejudicial; ou como antioxi-
dante, sendo benéfico.

Além disso, a diferenga geografica da origem
das amostras pode influenciar na composicio da
planta em funcio das diferencas de solo, clima,
altura e radiacdo solar. Em relacdo a radiagio
solar, alguns constituintes, como carotendides e
flavonéides, tendem a sofrer modificagdes depen-
dendo da radiacio solar recebida. Carotendides
e flavonodides sdo pigmentos de fotoprotegio
que os vegetais produzem quando expostos a
radiacio. Em ambientes diferentes, a produgio
deles pode variar, aumentando ou diminuindo, o
que demonstra que a diferenca geogréfica pode,
portanto, variar a producido de pigmentagdo.
Esses constituintes apresentam forte relagio com
a satde humana, a partir do momento em que,
dependendo da quantidade a qual o organismo
estd exposto, eles podem agir de forma benéfica
ou prejudicial.
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Para a elucidacio desses resultados, anélises

quanto a constitui¢io dessas amostras estao sendo
realizadas.
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