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RESUMO

O bioma Cerrado ocupa grande area do territdrio brasileiro, sendo caracterizado por fatores
abidticos extremos, como longos periodos de estiagem, queimadas ocasionais e solos acidos com
presenga de metais pesados, os quais o transformaram em um dos mais ricos biomas de savana do
mundo, em termos de biodiversidade. Partindo da hipétese que esses fatores abioticos adversos
selecionaram espécies resistentes ao estresse, com moléculas bioativas capazes de proteger tais
espécies, realizamos um estudo in vitro que objetivou verificar a atividade antioxidante (AA) de partes
comestiveis de doze espécies nativas do Cerrado, araticum (Annona crassiflora), baru (Dipteryx
alata), cagaita (Eugenia dysenterica), inga (Inga laurina), jatoba-do-cerrado (Hymenaea
stigonocarpa), jenipapo (Genipa americana), jurubeba (Solanuma paniculatum), lobeira (Solanum
lycocarpum), mangaba (Hancornia speciosa), tucum-do-cerrado (Bactris setosa); cajuzinho-do-
cerrado (Anacardium humile) e o palmito da guariroba (Syagrus oleracea), em relagédo a AA da maga
vermelha (Malus domestica), utilizando o ensaio com o radical DPPHe.. Entre as doze espécies
analisadas, a lobeira, araticum, jurubeba, cagaita, cajuzinho e tucum apresentaram alta AA em
relacdo a maga. Com objetivo de verificar a AA in vivo do tucum, ratos Wistar (200g), machos, foram
tratados por 30 dias com dieta para roedores (AIN-93G), suplementada ou ndo com ferro (agente
estressor), adicionada ou ndo com 15% de tucum (polpa e casca). Como marcadores do estado em
ferro, determinou-se os niveis de ferro sérico, nos tecidos e os niveis dos transcritos das proteinas
hepcidina, ferroportina, transportador de metais bivalentes (DMT1). Os niveis teciduais de
malondialdeido (MDA), proteina carbonilada, capacidade redutora de ferro no plasma (FRAP) e niveis
de transcrito da catalase e do fator nuclear (erythroid-derived-2) like 2 (Nrf2), foram avaliados para
determinacdo do estado oxidativo dos ratos. A suplementagdo com ferro resultou no aumento
significativo dos niveis de ferro no soro, figado, baco e intestino, no aumento da saturagéo de
transferrina, nos niveis hepaticos de MDA e de transcritos de hepcidina, porém, reduziu os niveis de
transcritos da ferroportina no bago. A suplementagdo com ferro resultou ainda, no aumento da
atividade das enzimas Catalase (CAT) e Glutationa S-Transferase (GST) no rim, e da Glutationa
Peroxidase (GPx) no intestino, além de aumentar os niveis de transcrito de Nrf2 no intestino e baco.
O consumo de tucum reduziu os niveis de transcrito de hepcidina hepatica e de ferro intestinal. Além
disso, reduziu os niveis de danos oxidativos a proteinas e lipideos no bago, e aumentou a capacidade
redutora de ferro no plasma. O consumo de tucum pelos ratos suplementados com ferro suprimiu a
indugdo da expressao do gene da Nrf2 no bago, o aumento das atividades das enzimas CAT, GST e
GPx e a indugdo do gene da hepcidina induzidos pela suplementagao com ferro. Além disso, o
consumo de tucum aumentou a capacidade redutora no plasma dos ratos suplementados com ferro.
Esses resultados sugerem que o tucum tenha compostos antioxidantes e que seu consumo protege
os tecidos contra danos oxidativos, aumentando a mobilidade de ferro tecidual, pela inibigdo da

expressao génica da hepcidina.

Palavras-chave: Bioativos, antioxidante, Cerrado, tucum, hepcidina, Nrf2.



ABSTRACT

The Cerrado occupies large area of Brazil, characterized by extreme abiotic factors, such as
long periods of drought, occasional fires and soils with heavy metals, which have transformed it into
one of the richest savanna biomes of the world, in terms of biodiversity. Assuming that these adverse
abiotic factors selected stress-resistant species with bioactive molecules that protect these species,
we conducted an in vitro study that aimed to determine the antioxidant activity (AA) of edible parts of
twelve species native from Cerrado, araticum (Annona crassiflora), baru (Dipteryx alata), cagaita
(Eugenia dysenterica), Inga (Inga laurina), jatoba-do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa), jenipapo
(Genipa americana), jurubeba (Solanuma paniculatum), lobeira (Solanum lycocarpum), mangaba
(Hancornia speciosa), tucum-do-cerrado (Bactris setosa); cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile)
and the guariroba palm (Syagrus oleracea), in relation to the AA of red apple (Malus domestica), using
the DPPH’. Among the twelve species studied, the lobeira, araticum, jurubeba, cagaita, cajuzinho and
tucum showed high AA compared to apple. Aiming to evaluate the AA tucum in vivo, male Wistar rats
(200g), were treated for 30 days with food for rodents (AIN-93G), supplemented or not with iron
(stressor), added or not with 15 % of tucum (pulp and peel). As iron status markers, were determined
the levels of serum iron and tissue levels of transcripts of protein hepcidin, ferroportin, divalent metal
transporter (DMT1). The level of malondialdehyde (MDA) and carbonyl protein in tissues, iron
reduction capacity in plasma (FRAP) and transcript levels of catalase and nuclear factor (erythroid-
derived-2) like 2 (Nrf2), were measured to determine the oxidative state of rats. Iron supplementation
resulted in a significant increase in the iron levels in serum, liver, spleen and intestine, increase
transferrin saturation, hepatic levels of MDA and hepcidin transcripts, but reduced the levels of
transcripts ferroportin in spleen. Iron supplementation also resulted in increased activity of the
enzymes Catalase (CAT) and Glutathione S-transferase (GST) in the kidney, and Glutathione
Peroxidase (GPx) in the intestine, in addition to increasing levels of Nrf2 transcript in the intestine and
spleen. The consumption of tucum reduced transcript levels of liver hepcidin and intestinal iron.
Furthermore, reduced levels of oxidative damage in lipids and proteins in the spleen, and increased
capacity reduction of plasma iron. Tucum consumption by rats supplemented with iron, suppressed
the induction of Nrf2 gene expression in spleen, increased activity of the CAT, GST and GPx
enzymes, and the induction hepcidin gene induced by iron supplementation. Moreover, consumption
of tucum increased ferric reducing ability in the plasma mice of iron supplemented. These results
suggest that the tucum has antioxidant compounds and its consumption protects tissues against
oxidative damage, increasing mobility of iron tissue by inhibiting the expression of hepcidin gene.

Keywords: Bioactive, antioxidant, Cerrado, tucum, hepcidin, Nrf2.
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1 INTRODUGAO

O ferro é vital para quase todos os organismos vivos, por ser um cofactor para
muitas proteinas e enzimas necessarias para o metabolismo energético, bem como
para varios outros processos vitais essenciais (CARBONI e LATOUR, 2011). No
entanto, como os demais metais de transicdo, o ferro também atua como um ion
pré-oxidante, por catalisar a conversdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
fracas, tais como H,O5, ao radical hidroxila que é altamente reativa que, por sua vez,
promove danos a biomoléculas (CARBONI e LATOUR, 2011). O acumulo de danos
oxidativos nas células esta associado a diversas doencgas crénicas, como doencga
cardiovascular, cancer, diabetes, mal de Parkinson e Alzheimer, entre outras
(SOHAL, 1996; SOHAL e WEINDRUCH, 1996; MEHTA, 2006; MEHTA et al., 2006;
MA, 2009; MA et al., 2009; MAES, 2011; MAES et al., 2011). Altos niveis de danos
oxidativos também tém sido associados com o processo de envelhecimento (FINKEL
e HOLBROOK, 2000). Assim, a sobrecarga de ferro celular pode acelerar disfungbes
celulares levando a doengas crbnicas e ao envelhecimento prematuro (XU et al.,
2012; ARRUDA et al., 2013). Admitindo este efeito adverso do ferro, mamiferos
utilizam diferentes mecanismos para regular a homeostase de ferro nos niveis
sistétmico e celular. Estes mecanismos moleculares envolvem a hepcidina, um
horménio hepatico, e proteinas reguladoras de ferro, que juntos, orquestram a
homeostase de ferro no organismo (PANTOPOULOS et al., 2012).

O equilibrio entre a quantidade de ROS e antioxidantes previne o estresse
oxidativo nas células. Desta forma, contrabalanceando a produgdo enddgena de
ROS, os mamiferos desenvolveram um mecanismo antioxidante eficaz, o qual é
composto por enzimas antioxidantes e sequestradores ndo enzimaticos, tais como a
glutationa, que estdo envolvidos na redugcdo de ROS (RAHMAN, BISWAS e KODE,
2006; VALKO et al., 2006; MAES et al., 2011; PAMPLONA e COSTANTINI, 2011). O
aumento de danos oxidativos pode ativar a expressdo de mais de 100 genes
envolvidos na sintese de antioxidantes e proteinas detoxificantes (PAMPLONA e
COSTANTINI, 2011). Varios genes antioxidantes possuem o elemento de resposta
antioxidante (antioxidant response element - ARE), uma sequéncia especifica de
nucledtidos presentes nas regides promotoras dos genes, que se liga ao fator

nuclear (derivado de eritroide-2) tipo 2 [fator nuclear (erythroid-derived-2) like 2 -
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Nrf2], um fator de transcrigdo nuclear, que, por sua vez, regula a expressao de
enzimas antioxidantes, entre outros genes envolvidos nas defesas antioxidantes
(DINKOVA-KOSTOVA e TALALAY, 2008). Outro fator importante nesta via de
defesa antioxidante € a proteina ECH-associado 1 como Kelch (Kelch-like ECH-
associated protein 1- Keap1), um sensor e indutor quimicos, alvo para a defesa
antioxidante. Em condi¢des normais, a Keap1 se liga ao Nrf2, mantendo-o no
citoplasma, no entanto, um aumento da concentracdo de agentes oxidantes leva a
uma oxidacdo da Keap1 e consequente liberacdo do Nrf2 para o nucleo da célula,
onde forma um heterodimero com a pequena proteina Maf, a qual se liga ao ARE
induzindo a expressado de genes antioxidantes (DINKOVA-KOSTOVA e TALALAY,
2008; PAMPLONA e COSTANTINI, 2011).

Além destas defesas enddégenas e fortalecendo o sistema antioxidante
celular, os alimentos, especialmente os de origem vegetal, contribuem com uma
variedade de moléculas antioxidantes que podem proteger as células animais contra
o estresse oxidativo (SIRIWARDHANA et al., 2013). No meio do territério brasileiro
prevalece um bioma conhecido como Cerrado, que possui uma das maiores
biodiversidade de savana neotropicais do mundo e, depois da floresta amazénica, é
o segundo maior bioma da América do Sul (FURLEY, 1999; MACHADO et al., 2004;
CARVALHO, JUNIOR e FERREIRA, 2009). O Cerrado abriga uma enorme
biodiversidade e numerosas espécies endémicas pouco estudadas (MENDONCA et
al., 1998; FERREIRA e HUETE, 2004; SIQUEIRA et al., 2012). Espécies estas que
se desenvolveram em meio a fatores abidticos extremos com clima tipicamente
quente e semiumido e notadamente sazonal, com verbes chuvosos e invernos
secos, queimadas ocasionais e solos acidos, pobres e com presenga de metais
pesados. Nossa hipétese é que esses fatores adversos abidticos aos quais a sua
vegetacdo tem sido exposta, possam ter selecionado espécies resistentes ao
estresse oxidativo devido a presenga de moléculas bioativas. Desta forma, se faz
necessario o conhecimento das caracteristicas e composicoes de seus frutos para a
valorizagao desta vegetagao, que embora seja rica, tem sido amplamente degradada
nos ultimos anos (CARVALHO, JUNIOR e FERREIRA, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi verificar a atividade antioxidante (AA) in
vitro de partes comestiveis de 12 espécies nativas do cerrado em relacdo a maca

vermelha a fim de selecionar a que mais se destacar, para entao avaliar o efeito do
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seu consumo diario (tucum-do-Cerrado [Bactris setosa]) sobre o estado metabdlico
do ferro e o estado oxidativo em ratos com estresse oxidativo induzido com

suplementacgao dietética de ferro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  DANOS OXIDATIVOS E AS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Com o advento da industrializagdo houve uma diminuicdo da mortalidade por
doengas infecto-contagiosas, aumentando-se com isso, a expectativa de vida e a
incidéncia de doencgas crénicas (MUTATKAR, 1995; CANCHE-POOL et al., 2008). A
longevidade e o envelhecimento com saude tem sido o “cerne” da maioria dos
estudos realizados na area de ciéncias da saude (KENYON, 2005). Em termos
celulares, o envelhecimento é o processo pelo qual as células naturalmente, e de
forma progressiva, perdem sua capacidade de replicagédo e consequentemente, o
seu potencial de proliferagao (KILLILEA et al., 2003). Segundo Harman (1956), esse
processo € consequéncia dos danos oxidativos acumulados nas células. Além do
envelhecimento as doencas crbénicas como Alzheimer, Parkinson, doencas
cardiovascular e até o céncer também estdo associadas a danos oxidativos
celulares (LEVENSON e TASSABEHJI, 2004).

No organismo, os danos a biomoléculas sdo causados principalmente pelas
Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) — como por exemplo o didxido de nitrogénio
(NOy"), altamente reativo e formado a partir da reagdo do éxido nitrico (NO’) com o
oxigénio - e pelas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (HERMES-LIMA, 2005).
Tanto as ERN como as EROs podem promover a oxidagao de lipideos da
membrana celular ou de algumas organelas, proteinas e acidos desoxiribonucleicos
(DNA). No entanto, as espécies reativas mais abundantes sdo as EROs por serem
produzidas naturalmente pelo processo de respiracdo celular devido a reducéo

incompleta do oxigénio (Figura 1).

2H'+ e- e e H*

e
0, ~>0; =~»> H,0, > "OH > OH" =—> H,0
5Xi 5Xi radical i
superoxido Taird(:);ggn?: hidroxil hit?r?)xil

Figura 1. Reacdes de reducéo do oxigénio. Formacédo de alguns intermediarios na
reducao do oxigénio até a formagao da agua. Adaptado de Hermes-Lima (2005).

As EROs incluem dentre outras, os radicais superéxido (O’), o peréxido de
hidrogénio (H20,), o ion hidroxila (OH") e o radical hidroxila (OH) (HALLIWELL e
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GUTTERIDGE, 2007; PERRON e BRUMAGHIM, 2009). As EROs podem ser
éspécies radicalares e nao radicalares. As espécies radicalares ou radicais livres
sdo atomos ou moléculas que apresentam pelo menos um elétron desemparelhado.
O ganho de um elétron por uma espécie nao radicalar pode converté-la em uma
espécie reativa (HERMES-LIMA, 2005).

O didoxido de oxigénio (O2) € um radical livre que apresenta dois elétron
desemparelhados cujos spins sdo paralelos ( ff) (Figura 2). Os spins paralelos
fazem com que o O, dificiimente receba um par de elétrons na auséncia de um
catalizador. O O, pode se converter ao oxigénio singleto ('O,) por passar a ter spins
antiparalelos ( 4y). Com isso, o '0, passa a ter alto poder de oxidacdo, podendo
atacar biomoléculas como residuos de aminoacidos, DNA, lipideos de membrana e
carotenoides (HERMES-LIMA, 2005).

15 5
[t [t l lll N 1Y lll o, estado basal

182 2g? 2p

) ) B ) B oo
252 6

2
1s2
1] 1] lll I lll

Figura 2. O O, em diferentes graus de energia. Adaptado de Halliwell e Gutteridge
(2007).

O O, também pode receber um Uunico elétron e se converter ao radical
superédxido (O;"). Estima-se que cerca de 1 a 4% do oxigénio consumido pelos
mamiferos sejam convertidos em O," (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). O O;
pode atacar biomoléculas, no entanto, sua taxa de reagdo € muito baixa para ter
significado bioldgico. Um dos papéis bioldgicos mais importantes do O," é a geracao
do radical hidroxila ('OH) pela reagdo com o peroxido de hidrogénio na presencga do
Fe*. 0 peroxido de hidrogénio, uma espécie nao radicalar, pode ser gerada a partir

do recebimento de dois prétons e um elétron pelo O
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Fenton em 1876 pela primeira vez descreveu a oxidagcao do acido tartarico
pela adicao de perdxido de hidrogénio e Fe?*. Em 1896, Fenton descobriu ainda que
o ferro atua como catalisador desta reacdo, no entanto, ele ndo investigou o
mecanismo da reacdo que futuramente iria levar seu nome (Equagao 1). Algumas
décadas depois, nos anos de 1930, Haber e Weiss propuseram que o radical "OH
era formado pela reagdo do superdoxido com peroxido de hidrogénio na presenga do
ferro (Equagédo 1) (KOPPENOL, 2001; HERMES-LIMA, 2005).

H,0, + Fe?t — Fe’* + OH™ + *OH Reagdo de Fenton
0,° +Fe¥ - Fe?' + 0, (1)

H,O, + Oy — O, + OH™ + *OH Reacdo de Haber-Weiss

Desta forma, o superéxido e o perdoxido de hidrogénio devido a baixa
reatividade podem difundir-se a distancias consideraveis a partir do local de sua
formagao até reagirem entre si na presenga do ferro gerando como produto o
oxigénio molecular (Oz), o ion hidroxila e o radical hidroxila, conforme a reacéo de
Haber-Weiss (Equagao 1) (HERMES-LIMA, 2005). Ja o radical hidroxila formado por
esta reacdo, por ser uma das espécies radicalares conhecidas mais reativas,
rapidamente oxida os compostos celulares e por isso € considerado a EROs mais
perigosa (PERRON e BRUMAGHIM, 2009).

Como visto anteriormente, o ferro, devido a sua capacidade oxido-redutora, &
capaz de participar de reagdes que geram espécies reativas altamente reativas
(POLLA, POLLA e POLLA, 2003). E por isso, a perda da homeostase do ferro no
organismo devido ao aumento da ingestdo deste mineral ou por problemas nos
mecanismos celulares e moleculares de regulacdo da absorgdo, transporte,
incorporagéao, estocagem e utilizagdo deste mineral, tem sido associada ao processo
de envelhecimento natural e, consequentemente, as varias doencas cronicas
(LEVENSON e TASSABEHUJI, 2004; WU et al., 2004).

Segundo a Ingestédo Dietética de Referéncia (IDR) o Limite Superior Toleravel
de Ingestdo (Tolerble Upper Intake Level —UL) corresponde ao maior valor de
ingestao diario de um nutriente que nao oferece riscos adversos a saude de quase
todos os individuos (NAS, 2001). No caso do ferro o UL para pessoas adultas é de

45mg/dia. No Brasil, em cumprimento a Resolucdo — RDC N° 344 de 13 de
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dezembro de 2002, a fortificagdo das farinhas de trigo e milho com 4,2 mg de
ferro/100g de farinha tornou-se obrigatéria em todo o territério nacional. Esta
resolugao teve como objetivo reduzir a incidéncia da anemia ferropriva, no pais. No
entanto, individuos que apresentem estado nutricional em ferro adequados podem
estar sendo expostos ao excesso de ferro dietético, o que podera resultar em um

aumento do estresse oxidativo corporal, nesses individuos.

2.2 METABOLISMO DE FERRO

A maior parte do ferro corporal esta ligada a hemoglobina das células
vermelhas (2 — 2,5 g de ferro no organismo humano). No plasma humano é
encontrado apenas 2 - 3 mg de ferro ligado a transferrina. A transferrina é uma
proteina plasmatica que transporta o ferro na forma de Fe** (HILTON et al., 2012),
para os tecidos alvos, principalmente a medula éssea para a eritropoiese, sendo
esta a unica fonte de ferro para a sintese de novos eritrécitos (GANZ e NEMETH,
2011). As demais células do organismo necessitam de menos ferro e sdo capazes
de utilizar ferro nao ligado a transferrina. Os eritrécitos humanos vivem cerca de 120
dias e, ap6s este periodo, sdo degradados nos macrofagos do bago. O ferro
exportado pelos macréfagos esplénicos retorna ao plasma, liga-se a transferrina e
pode retornar normalmente a sintese de novos eritrocitos. Cerca de 95% do ferro é
reciclado pelo processo de degradagdo das hemacias, desta forma, apenas 5% do
ferro do organismo deve ser provido pela dieta (GANZ e NEMETH, 2011).

A deficiéncia de ferro plasmatico, (hipoferremia) resultante da restrigao férrica,
prejudica a sintese de hemoglobina dos eritrécitos causando a anemia ferropriva,
além de provocar disfungdes nas demais células do organismo. Por outro lado, o
excesso de ferro no plasma, em quantidade superior a capacidade de ligacao da
transferrina, propicia a formacdo de complexos de ferro com outras proteinas
plasmaticas ou, simplesmente, este permance na sua forma livre no plasma
sanguineo (GANZ e NEMETH, 2012; HILTON et al., 2012). O excesso de ferro no
organismo resulta também no acumulo deste nos hepatdcitos e outras células
parénquimais, o que leva a um aumento de producdo das EROs e,
consequentemente, maior geragdo de danos oxidativos celulares (SIQUEIRA et al.,
2012).
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Nos mamiferos, a excrecdo de ferro é inexpressiva, pois ndo existe um
sistema de excrecao de ferro capaz de eliminar seu excesso. A perda de ferro no
organismo ocorre pela descamagdo do endotélio intestinal e por pequenas
hemorragias. Desta forma, a quantidade de ferro absorvida pelo epitélio intestinal é
finamente controlada em sincronia com o estado corporal em ferro (FRAZER e
ANDERSON, 2003). Existem quatro proteinas que sao reguladas pelo estado de
ferro no organismo, as quais exercem papel fundamental na absor¢cao e homeostase

corporal do ferro:

1) o transportador de metal bivalente 1 (divalent metal transporter 1 - DMT1),
localizado na membrana das células, que transporta o ferro em sua forma ferrosa
(Fe2+) através da membrana apical, do lumen intestinal para o interior do enterécito
(Figura 3) (FRAZER e ANDERSON, 2003; ANDERSON, FRAZER e MCLAREN,
2009);

2) A Citocromo b duodenal (Duodenal cytochrome b — Dcytb), localizado
também na membrana apical do enterécito, cujo papel é reduzir o ferro, que esta
presente na dieta predominantemente na forma férrica (Fe*") para a forma ferrosa
(Fe?*), para entdo ser transportada pela DMT1 (FRAZER e ANDERSON, 2003;
DUNN, SURYO RAHMANTO e RICHARDSON, 2007; ANDERSON, FRAZER e
MCLAREN, 2009);

3) A ferroportina, proteina localizada na membrana dos enterdcitos (posicao
basolateral), dos macréfagos esplénicos, dos hepatdcitos e das células da placenta,

cuja fungéo é exportar o ferro para o plasma sanguineo (GANZ e NEMETH, 2011);

4) A hefaestina, proteina também localizada na membrana basolateral dos
enterdcitos, que converte o Fe?* em Fe®', criando afinidade a transferrina sérica, que
o transporta para as células alvo do organismo (DUNN, SURYO RAHMANTO e
RICHARDSON, 2007; ANDERSON, FRAZER e MCLAREN, 2009).

A ferroportina exerce uma fungcdo fundamental na homeostase do ferro
corporal, pois regula a "mobilizacao” de ferro para o organismo. Quanto maior a
concentracao de ferroportina na membrana basolateral, maior sera o efluxo de ferro
dos estoques ou do intestino para a circulagdo sanguinea, e por isso, a expressao

dessa proteina exportadora de ferro nas células é finamente controlada, conforme as
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demandas e o estado de ferro no organismo (GANZ e NEMETH, 2011; WARD e
KAPLAN, 2012).

Os niveis da proteina ferroportina nas membranas das células sao regulados

por uma série de fatores em nivel de transcricéo, tradugao e pos-tradugao.

Lamen Intestinal

Citocromo b Duodenal

Heme.

HC

y

ENTEROCITO

erroportina

Transferrina

Figura 3. Absorgao do ferro hemico e ndo-hémico. O ferro ndo-hémico ou inorganico advindo da dieta
na forma férrica (Fe**) é convertido a sua forma ferrosa (Fe®*) pela citocromo b duodenal presente na
membrana apical do enterdcito. O Fe®* é entdo absorvido pelo transportador de metal bivalente 1
(divalent metal transporter 1 - DMT1) localizado na membrana das células. O ferro hémico é
absorvido pela proteina carreadora de grupo heme 1 (heme carrier protein 1 — HCP1), em seguida o
Fe ?* ¢ liberado do grupo hémico pela hemo oxigenase 1 (HO1). Adaptado de Pantopoulos et al.
(2012).

A regulacédo da ferroportina em nivel transcricional pode ocorrer pelo fator

nuclear (derivado de eritroide-2) tipo 2 [fator nuclear (erythroid-derived-2) like 2 -
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Nfe2l2], conhecido como Nrf2. O Nrf2 é um fator de transcri¢do cujo papel central é
a protegédo da célula contra danos oxidativo por ativar a expressao génica de uma
série de enzimas antioxidante e detoxificante. Estudos recentes demonstram que
células com o Nrf2 ativado, aumentam o efluxo de ferro por meio do aumento da
transcricdo da ferroportina (MARRO et al., 2010; HARADA et al., 2011; OKADA et
al., 2012).

Os niveis de ferroportina também sao regulados pelos niveis de ferro
intracelular. A traducao do mRNA da ferropotina é regulada pelo sistema IRE- IRP,
qgue responde diretamente aos niveis de ferro (GALY et al., 2008). Quando os niveis
de ferro intracelular estdo baixos, a proteina reguladora de ferro 1 ou 2 (iron
regulatory proteins — IRP1 ou IRP2) torna-se ativa e se complexa aos elementos
responsivos ao ferro (iron-responsive elements — |IRE) (Figura 4), sequéncias
especificas de nucleotideos, sem traducao, que formam estruturas semelhantes a
grampos de cabelo localizadas nas extremidades dos mRNAs de varias proteinas
ligadas ao metabolismo do ferro. Quando os IREs estéo localizados na extremidade
5 do mRNA, o complexo IRE-IRP, formado na deficiéncia de ferro, impede a
tradugéo da proteina. Entretanto, quando o IRE estéa localizado na extremidade 3’, o
complexo IRE-IRP estabiliza a molécula de mRNA, protegendo-a da hidrdlise por
endonucleases, desta forma, promove a tradugdo do mRNA (KUHN, 1998; HENTZE,
MUCKENTHALER e ANDREWS, 2004). O mRNA da ferroportina, e da ferritina
apresentam |IRE na exterminada 5, sendo, portanto, a tradugcdo dessas duas
proteinas impedida na deficiéncia de ferro. Por outro lado, os mMRNAs do receptor de
transferrina 1 e do DMT1, que apresentam IRE na extremidade 3’, sdo traduzidos na
deficiéncia de ferro (KUHN, 1998; GALY et al., 2008).

Finalmente, a ferroportina é regulada também em nivel pos-tradugéo pelo
principal regulador sistémico do metabolismo do ferro, a hepcidina. Destes trés
mecanismos de regulagdo da ferroportina, o mais importante deles é a hepcidina,

por regular os niveis de ferro do organismo (GANZ e NEMETH, 2011).
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Figura 4. Regulagédo da tradugdo pelo sistema IRE/IRP. A proteina IRP torna-se ativa na
deficiéncia de ferro e se liga a sequencia IRE, sequencia esta que quando localizado na
regido 5° impedira a tradugcdo deste mRNA e quando localizado na regido 3" impedira a
degradacéo deste mMRNA pelas endonucleases, favorecendo com isso a sua tradugéo.
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A hepcidina € um hormdnio polipeptidico de 25 aminoacidos sintetizado
principalmente pelos hepatdcitos. O estado em ferro no organismo regula a sintese
de hepcidina que orquestra a homeostase sistémica deste mineral. Além do estado
corporal em ferro, varios processos fisioldgicos e patolégicos, dentre estes,
processos inflamatorios, eritropoiese, hipoxia e outros, atuam na regulagdo da
sintese de hepcidina hepatica (PALSAMY e SUBRAMANIAN, 2011). Uma vez na
corrente sanguinea, este horménio associa-se a ferroportina das membranas
celulares. O complexo ferroportina-hepcidina € internalizado e degradado (NEMETH
et al., 2004). Desta forma, com o aumento da hepcidina no plasma sanguineo, e
consequente degradagao da ferroportina, o ferro absorvido pelos enterdcitos, por

exemplo, ndo pode ser langcado no plasma, sendo eliminado do organismo quando
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ocorre a descamacgao intestinal (Figura 5). Nos demais 6rgaos, como no figado e
bagco, o aumento da hepcidina desencadeia um acumulo de ferro nesses tecidos,
favorecendo o aumento de danos oxidativo. O acumulo de ferro no baco impede a
reciclagem do ferro das hemacias senescentes, levando a redugdo da taxa de
saturacdo de transferrina sérica e, como consequéncia, redugcdo da eritropoiese
(GANZ e NEMETH, 2011).

b C

Homeostase Estimulo Patolégico Supressao Patolégica

Baco

G 3
’\ﬁ\\'}’}f‘\

Fe-Tf i
Plasma <.

Figura 5. O papel do hepcidina na (a) homeostasia normal de ferro, (b) desordens que promovem
restricdo de Fe, e (c) desordens de sobrecarga de ferro. O fluxo de ferro esta representado em tons
de azul, a hepcidina e seus efeitos em vermelho, e os moduladores normais e patolégicos da
hepcidina em amarelo. Tf: Transferrina. Adaptado de Ganz and Nemeth (2011).

Por outro lado, a reducédo crénica dos niveis de hepcidina no plasma podem
levar a sobrecarga de ferro nos tecidos e, consequentemente, a disfungéo organica
e aumento do estresse oxidativo. Pacientes com hemocromatose, doenca
hereditaria, causada por mutagdo da hemojuvelina (HFE), proteina envolvida na via
de sinalizagdo que induz a sintese da hepcidina mediada por ferro (GANZ, 2011;
GANZ e NEMETH, 2012), apresentam um aumento da absorcdo de ferro pelos
enterécitos, aumento do ferro sérico e aumento do estoque de ferro hepatico e
esplénico além de apresentarem aumento de danos oxidativo celulares em relagao
ao individuos saudaveis (GANZ e NEMETH, 2011). Portanto, os niveis séricos desse

horménio, a hepcidina, sdo fundamentais para a homeostase de ferro no organismo.

O aumento nos niveis de ferro no organismo, causado por um desbalango nos

niveis de hepcidina, pode ser extremamente danoso por causar um aumento do
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extresse oxidativo devido a um aumento da geragcdo de EROs (GANZ e NEMETH,
2011).

2.3 ANTIOXIDANTES

2.3.1 Antioxidantes exdgenos e endégenos

Devido aos efeitos danosos das EROs, os organismos aerobicos
desenvolveram sistemas moleculares de defesa: as moléculas antioxidantes,
capazes de manter o equilibrio intracelular entre as rea¢des de reducido e oxidagao
(REDOX). O desequilibrio da produgcdo das EROs e os antioxidantes promovem o
estresse oxidativo celular. As moléculas antioxidantes protegem as células
sequestrando e/ou detoxificando EROs, bloqueando sua produgao, ou complexando-
se com os metais que sao fonte de elétrons livres (ANDRADE et al., 2005; WOLFE
et al., 2008). Alguns destes antioxidantes sdo enddgenos, sintetizados pelo proprio
organismo, como algumas enzimas antioxidantes: a Superdxido Desmutase (SOD);
Catalase (Cat); Glutationa Peroxidase (GPx); Glutationa Redutase (GR); Glutationa
S-transferase (GST), dentre outras. Outros antioxidantes, no entanto, sdo exdgenos,

adquiridos pela dieta.

O consumo de frutas e hortalicas tem sido associado positivamente ao
aumento da capacidade antioxidante total do organismo e a reducdo das doencas
cronicas (WOLFE et al., 2008; HU et al., 2013). O potencial efeito benéfico desses
alimentos €& atribuido a presenca de moléculas advindas do metabolismo
secundarios dos vegetais, como os polifendis: fendis, acidos fendlicos e flavondides;
tocoferdis; acido fitico; acido ascorbico; carotenoides; e esterdis (GARCIA-ALONSO,
GUIDARELLI e PERIAGO, 2007; GARCIA-ALONSO, 2007; ROESLER et al., 2007;
ROESLER, 2007; WOLFE et al., 2008; WOLFE, 2008; PERRON e BRUMAGHIM,
2009; PERRON, 2009). Os antioxidantes dos vegetais propiciam uma série de

beneficios a saude pela prevencao de danos oxidativos atribuidos aos EROs.

Os polifendis sdo compostos que possuem em sua estrutura grupos hidroxila
ligado a um ou mais anéis aromaticos e sao conhecidos por terem atividade
antioxidante, antimutagénica e antimicrobiana (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI e
SAURA-CALIXTO, 1998; HOGAN et al., 2010). Estudos tém demonstrado que
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alguns polifendis especificos atuam sobre os radicais superdxidos e radicais
hidroxilas, reduzindo a peroxidacao de lipideos (PEARSON et al., 2008; PERRON e
BRUMAGHIM, 2009). Além disso, os polifendis apresentam a capacidade de se
ligarem ao Fe prevenindo as reagbes de formacdo de EROs (YOSHINO e
MURAKAMI, 1998; PERRON e BRUMAGHIM, 2009). Os polifenodis, devido a sua
estrutura, sdo potencialmente antioxidantes tanto pela redugao como pela prevencao
da formacao de oxidantes. No entanto, por outro lado, os polifendis também tém
demonstrado ter atividade pré-oxidante e em alguns casos esta atividade proé-
oxidante pode ser benéfica por promover o aumento da expressdao de enzimas
detoxificantes e antioxidante, por ativar o Nrf2 (ERLANK et al., 2011; KRYCH e
GEBICKA, 2013).

As enzimas antioxidantes sintetizadas pelo préoprio organismo também
desempenham um papel fundamental na protecido antioxidante. A Superoxido
Dismutase € uma familia de metaloproteina, que pode conter cobre-zinco, manganés
ou ferro em sua estrutura. Seu papel pricinpal é catalisar a reagcao que converte o
radical superdxido (O2") em perdxido de hidrogénio (H,O2) e oxigénio moleular (O2)
(Figura 6) (MRUK et al., 2002; HERMES-LIMA, 2005). O H,0O,, advindo da reacao
catalizado pela SOD ou de outras reacgdes ja citadas anteriormente, atravessa a
membrana celular facilmente, sendo entdo convertido a H,O pela catalase ou pela
Glutationa Peroxidase. A GPx é uma familia de selenioenzima citoplasmatica que
apresenta uma seleniocisteina localizada em seu centro catalitico e se utiliza da
glutationa (GSH) para reduzir o peréxido de hidrogénio (MRUK et al.,, 2002;
BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013). A GSH é reciclada pela Glutiona Redutase
(GR), que se utiliza do poder redutor da Nicotinamida Adenina Dinucleétideo Fosfato
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - NADPH) (HERMES-LIMA, 2005).

A Glutationa S-transferase exerce também um papel antioxidante importante
por promover a detoxificagdo celular de varios compostos xenobidticos pela
conjugagéo com a GSH (KILTY et al., 1998; HERMES-LIMA, 2005). A GST é uma
superfamilia polimérfica com enzimas multifuncionais existentes na forma
homodimera e heterodimera e que se localiza no citoplasma (HABDOUS et al.,
2002).
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Figura 6. Enzimas antioxidantes na protegcdo das células contra Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). As abreviagdes SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam respectivamente:
Superoxido Desmutase, Catalase, Glutationa S-transferase, Glutationa Redutase, Glutationa
Peroxidase e Glicose-6-fosfato Desidrogenase. Retirado de Hermes-Lima (2005)

2.3.2 Fator nuclear (derivado de eritroide-2) tipo 2 (Nrf2)

O Nrf2 tem demonstrado ser um importante fator de transcrigdo envolvido na
protecao de tecidos contra danos oxidativos por promover a expressao de iniUmeras
enzimas antioxidantes (CHAN e KAN, 1999; RAMOS-GOMEZ et al., 2001; CHEN e
KONG, 2004; SURH et al., 2005; DINKOVA-KOSTOVA e TALALAY, 2008; LAU et
al., 2008; BAYRAM et al., 2012), inclusive quando os danos sao causados pelo
excesso de ferro (SILVA-GOMES et al,, 2013). O Nrf2 &€ um fator nuclear
pertencente a subfamilia cap 'n" collar (CNC) que possui em sua por¢ao C-terminal
um dominio chamado Neh1, o qual tem a capacidade de se ligar ao DNA por meio
de ziper de leucina (b-Zip). O Nrf2 possui este nome por ser homologo ao fator de
transcricao eritroide 2 - p45, uma proteina importante na transcricdo de genes
especificos de eritrécitos. Além do dominio Neh1 existem mais 5 dominios, os Neh2-
6. O Neh2 se liga ao dominio Kelch do Keap1, que € um regulador negativo do Nrf2
presente no citoplasma (LAU et al.,, 2008; PAMPLONA e COSTANTINI, 2011). O

Neh 3 é responsavel por ativar a transcricdo dos genes que o Nrf2 regula. O Neh4 e
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5 sdo ricos em residuos acidos que interagem com a proteina ligante do Elemento
Responsivo Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc) (cAMP Responsive Element
Binding protein - CREB). O dominio Neh6 apresenta varios residuos de serina, no
entanto, pouco se sabe a seu respeito (LAU et al., 2008).

O Keap 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) é rico em residuos de
cisteinas e trés deles exercem papéis fundamentais: a C152 é importante para ativar
o Nrf2 e a C273 ou C288 sao necessarias para reprimir o Nrf2. Quando a célula fica
exposta ao estresse oxidativo os residuos de cisteina do Keap1 ligado ao Nrf2 no
citoplasma sédo oxidados perdendo a afinidade com o Nrf2, este ultimo, uma vez
livre, migra para o nucleo (Figura 7) (CHEN e KONG, 2004; ERLANK et al., 2011).
No nucleo o Nrf2 forma um heterodimero com a proteina Maf e o complexo liga-se
as regides conhecidas como elementos de resposta antioxidante (antioxidant
response element — ARE) localizadas nas regides promotoras de varios genes
antioxidantes e detoxificantes, tais como a Glutationa Peroxidase (GPx ), a Catalase
(Cat), a Heme Oxigenase 1 (HO1), a NADPH: quinone oxiredutase 1 [NQO1], a
Superdxido Dismutase 1 (SOD1) e a Tioredoxina redutase (TrxR) (CHAN e KAN,
1999; MCMAHON et al., 2001; BANNING et al., 2005; SURH et al., 2005). A
sequéncia consenso do ARE ¢ a seguinte: TA/cAnn*/cTGA®/tnnGCA/c*+*/+*/1, onde
n pode ser qualquer nucleotideo (WASSERMAN e FAHL, 1997), no entanto, alguns
trabalhos contrariam esta sequéncia consenso. Em baixas condi¢cdes de estresse,
quando o estado redox da célula € mantido, o Keap1 medeia a degradagao do Nrf2
por meio da ubiquitinagdo, razdo pela qual o Nrf2 torna-se instavel nessas
condicoes. A ubiquitinacdo é um processo em que a ubiquitina, uma proteina com 76
amino acidos, € covalentemente adicionada a um residuo de lisina das proteinas em
geral, no caso, mediando uma maquinaria de degradagao que degrada o Nrf2. Desta
forma, o Keap1 é responsavel por controlar o papel do Nrf2 na célula (DINKOVA-
KOSTOVA e TALALAY, 2008).
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Figura 7. Ativagédo do fator de transcrigdo Nrf2. O Nrf2 € mantido no citoplasma complexado a
proteina de inativagao (Kelch-like ECH-associated protein 1 - Keap1). Ubiquitina (Ub); espécies
reativas de oxigénio (EROs); elementos de resposta antioxidante (antioxidant response
element — ARE). Residuo de serina (S); Polifenol (PhO). Adaptado de Pamplona and Costantini
(2011) e Erlank et al (2011).

Nos ultimos cinquenta anos tém sido identificados inumeros compostos
presentes nas plantas que apresentam um efeito preventivo ao cancer (HU et al.,
2013). O interessante é que, a varios destes compostos tem-se atribuido a
capacidade de indugao do Nrf2 (CHO et al., 2011; BAYRAM et al., 2012), como por
exemplo, o sulforafano presente no brécolis (FAHEY et al., 2002; HARADA et al.,
2011), a catequina presente no cha verde (MIRANDA-VILELA, RESCK e GRISOLIA,
2008; SAHIN et al., 2010), a curcumina presente no agafrdo da india (BALOGUN et
al., 2003; YANG et al., 2009; ERLANK et al., 2011), o resveratrol, presente na uva,
macéa, amendoim e mirtilo (CHEN et al., 2005; SURH et al., 2005; ERLANK et al.,
2011; PALSAMY e SUBRAMANIAN, 2011).

Erlank e colegas (2011) sugerem em seu trabalho que a ativagao do Nrf2
pelos polifendis se deve tanto pela oxidagao ou doacao de um alcaldide da cisteina
especifica do Keap1 que promove a liberagdo do Nrf2, como também pela produgao

de perdéxido de hidrogénio como esta demonstrado pela Equagao 2.

Ph (OH), + 0,—Ph = (0), + H,0,. (2)
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2.3.3 A Catalase

Estudo realizado por Chan e Kan (1999) demonstrou que ratos com o gene
Nrf2 nocauteado apresentam uma redugao na expressao de catalase, uma enzima
“veneravel” segundo Kirkman e Gaetani (2007), devido ao seu papel antioxidante
celular. A catalase € uma das enzimas conhecidas a mais tempo, desde o século
XIX (KIRKMAN e GAETANI, 2007).

A catalase humana é um tetramero com subunidades de 60kDa, cada uma
contendo 527 residuos de aminoacidos e um grupo hémico com Fe*. Seu gene se
localiza na posigéo 11 do cromossomo 13 (NICHOLLS, 2012; GOTH e NAGY, 2013).
Esta enzima se localiza nos peroxissomos de quase todas as células do organismo,
principalmente do figado (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), e catalisa a
decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Equagao 3)
(HERMES-LIMA, 2005; NICHOLLS, 2012).

2H,0, = 2H,0 + O, (3)

A decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela catalase ocorre em duas
etapas. Na primeira etapa, o peroxido de hidrogénio é reduzido a H,O pela doacao
de um elétron do Fe** do grupo hémico, formando o chamado complexo |. O
complexo I, com o Fe* ligado ao oxigénio advindo da primeira molécula de peroxido
de hidrogénio, na segunda etapa, é novamente reduzido a Fe*" pela reagdo com a
segunda molécula de perdxido de hidrogénio formando um oxigénio molecular (O;)
liberando entdo outra molécula de agua (H.O) (KIRKMAN e GAETANI, 2007). O
complexo |, as vezes, pode ser convertida ao complexo Il, uma forma inativa da
catalase. Essa reacao de conversao do complexo | a Il ocorre ou devido ao
recebimento de um elétron ou de um elétron e um proton, gerando o hidroxiferril no
segundo caso. O complexo Il se reverte espontaneamenta ao complexo |, mas de
forma relativamente lenta. A NADPH é capaz de se ligar a catalase e previne a
formagao do complexo Il, evitando a inativacdo da catalase (KIRKMAN e GAETANI,
2007).

Em caso de deficiéncia da catalase, como ocorre na acatalasemia, o aumento
dos niveis de peroxido de hidrogénio desencadeia danos oxidativos para as células,
proteina e DNA (GOTH e NAGY, 2013).
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Estudo recente de Krych e Gebicka (2013) demonstra in vitro que a atividade
da catalase ¢ inibida por flavonoides, principalmente pela mircetina, (-)-Epicatequina
galato e (-)-Epigalocatequina galato. Esta inibicdo se deve, pelo menos
parcialmente, devido a formagdo de pontes de hidrogénio entre a catalase e os
flavondides. Segundo Krych e Gebicka (2013), na presenca de flavoindides
submetidos a auto-oxidagao, a catalase é convertida a sua forma inativa: o complexo
Il.

24 O CERRADO

O Cerrado é o bioma que esta localizado na regido central do Brasil e possui
uma extensdo de aproximadamente 2 milhdes de km? (Figura 8) (MACHADO et al.,
2004; CARVALHO, JUNIOR e FERREIRA, 2009) o que o torna uma das maiores
vegetacdes neotropicais de savana do mundo. Além da sua extensdo, o Cerrado
possui uma das maiores biodiversidades do Brasil e uma das maiores
biodiversidades de savanas do mundo quando se considera alguns taxons de
vertebrados, além de apresentar um elevado numero de espécies de plantas e
animais endémicas (CASTRO et al., 1999; MACHADO et al., 2004). Segundo
Machado et al. (2004) a riqueza em sua biodiversidade se deve a heterogeneidade
espacial, pois este bioma brasileiro apresenta diferentes fisionomias vegetais como

campos mais abertos até matas de galerias (Figura 9).

Figura 8. Area correspondente ao bioma Cerrado no Brasil (IBGE) apud
Machado et al. (2004).
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Figura 9. Diferentes fisionomias do bioma Cerrado. Esquema demonstrando os diferentes tipos de
formacéo e a presencga dos diferentes tipos de vegetagao deste bioma. Adaptado de Furkey (1999).

Ao longo do tempo, a regido sul do continente americano, aonde se localiza o
Cerrado, sofreu enormemente com mudangas climaticas extremas o que resultou na
transformacdo da vegetacdo endémica desde o Uultimo periodo glacial até o
Holoceno. Os vestigios demonstram periodos muito secos, sinais de queimada e
temperaturas muito frias incluindo geadas (FURLEY, 1999; FERREIRA e HUETE,
2004). Estes eventos podem explicar o surgimento de espécies de vegetais no
Cerrado com alta capacidade de resistir ao fogo, as mudangas na umidade (KLINK e
MACHADO, 2005) e a solos acido, pobres em nutrientes, profundos, porosos e com
microaglomeracgdes de oOxidos de ferro (FURLEY, 1999; HARIDASAN, 2008). A
resisténcia a todos estes fatores abidticos adversos, conferiu a flora do Cerrado um
metabolismo adaptado contendo um rico banco de moléculas bioativas pouco
exploradas (MESQUITA et al., 2009).

Embora o Cerrado seja um bioma muito rico em espécies nativas que,
provavelmente, apresenta grande variedade de moléculas bioativas (SAMPAIO e
NOGUEIRA, 2006; ROESLERI et al., 2007; MESQUITA et al., 2009), este bioma tem
sofrido fortemente efeitos do descaso humano. Digno de nota é o fato de que o
Cerrado € o unico bioma brasileiro que nao foi citado na Constituicdo Federal como
patrimdénio nacional em 1988 (BRASIL, 1988).
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Segundo Machado e colaboradores (2004) o Cerrado brasileiro tem sido
degradado a uma taxa média anual de 1,1%, o que equivale a cerca de 2,2 milhdes
de hectares de vegetagcdo desmatado anualmente. Machado et al. (2004) afirma
ainda, que se a taxa de destruicdo do Cerrado continuar nestes valores o Cerrado
sucumbira em 2030. A sua degradacgao se deve principalmente a criagcdo de gado e
a plantagbes (MACHADO et al., 2004; CARVALHO, JUNIOR e FERREIRA, 2009).
Segundo Carvalho e colaboradores (2009), os efeitos negativos da agdo humana
sobre esse bioma sdo mais graves no caso de plantagbes, quando comparado a
pastagens, pois a preparagdo do solo para as plantacbes € capaz de extinguir as
espécie nativa de vegetais. As Figuras 8 e 10 mostram a area de abrangéncia do

Cerrado e a sua area de degradacao.

AM

RO

Figura 10. Mapa da cobertura atual do Cerrado. Mapa resultante de analise de
imagens de satélites demonstrando as areas desmatadas e a vegetagdo remanescente
do Cerrado brasileiro (MACHADO et al., 2004).

Diversos sédo os frutos do Cerrado consumidos in natura ou utilizados na
gastronomia regional, na forma de doces, sorvetes, geleias, bolos (SILVA et al.,
2001). Alguns frutos do Cerrado sao também utilizados na medicina popular
(ARTICULACAO PACARI, 2010). O araticum (Annona crassiflora Mart.), o baru
(Dipteryx alata Vog.), a cagaita (Eugenia dysenterica DC.), o inga (Inga laurina), o
jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart.), o jenipapo (Genipa americana
L.), a jurubeba (Solanuma paniculatum L.), a lobeira (Solanum lycocarpum A.St.-
Hil.), a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), o tucum-do-cerrado (Bactris setosa

Mart.); o cajuzinho-do-Cerrado (Anacardium humile St. Hil.); e a guariroba (Syagrus
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oleracea) sao alguns exemplos de espécies do Cerrado utilizadas na culinaria

regional (Figura 11).

Figura 11. Algumas espécies nativas do cerrado utilizadas no consumo humano. (a) Araticum
(Annona crassiflora Mart.), (b) baru (Dipteryx alata Vog.), (c) cagaita (Eugenia dysenterica DC.),
(d) inga (Inga laurina), (e) jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart.), (f) jenipapo (Genipa
americana L.), (g) jurubeba (Solanuma paniculatum L.), (h) lobeira (Solanum lycocarpum A.St.-
Hil.), (i) mangaba (Hancornia speciosa Gomes), (j) cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile St.
Hil.), () guariroba (Syagrus oleracea) e (m) tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart.).
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Quadro 1. Estudos sobre o potencial nutritivo e farmacolégico das plantas do cerrado.

Parte/ Atividade Composto Referéncia
Orgao
Araticum [Annona crassiflora Mart.]
- antioxidante -Acido graxos: -Silva et al., 2013. Bioprocess and Biosystems
(ABTS, DPPH, L " Engineering. In press. 8 setembro
ORAC e p- . ac!do Ma.h(.:o
caroteno/acido ¢ acido quinico _ _
linoleico) « 4cid Imitolei -Silva et al., 2013. Journal of the Science of
inibidor d acido paimitoleico Food and Agriculture. In press. 21 June 2013
- Inibidor de a- « acido palmitico
amilase and a- o o
glicosidase * acido miristico -Vilela et al., 2013. Food Science and
(antidiabético) e acido oleico Technology. 33 (3): 417-423.
- nutricional « &cido estearico
- antimutagenico o &cido linolénico - Souza et al., 2012. Food Chemistry. 134: 381-
- Dro-oxi 386.
pro-oxidante e acido linoleico
- inibidores de - Lipideo
enzimas da ) o o -Oliveira et al, 2012. Food Research
cadeia - Fibras Sollveis e Insoluveis Interantional. 48: 170-179
transportadora de | Carboidratos:
elétrons Sacarose
A ® -Corréa et al, 2011. Food Research
- mutagénico e Frutose International. 44: 2385 - 2390
- moluscicida )
(Biomphalaria e glicose
glabrata) o [hexose-H,O-HJ, [hexose- | -Gongalves et al., 2010. Journal of Agricultural
fe _ Iipasica H],[2 hexose-HQO-H]', [3 and Food Chemlstry. 58: 4666-4674.
2 hexose-2 H0-HT, [3
3 ::)(82:::28::] el -Dragano et al, 2010. Plant Foods Human
g xose-H,0-H] Nutrition. 65: 319-325
£ - Proteina

-Minerais: (célcio, potassio,
fésforo, magnésio, ferro,
manganeés, zinco, cobre e
sodio)

- Vitaminas A, C, B1 e B2

-carotendides (B-caroteno e
licopeno)

-flavonoides totais
-polifenois:

o Kaempferol (kaemferol-
3-0-galactosideo;
kaemferol-3-0-
glucosideo; e kaemferol-
3-0-arabionose-glicose)

e Quercetina (quercetina-
3-0-arabinosideo;
quercetina-3-0-arabinosil
arabinosideo; e
quercetina-3-0-arabinosil
galactosideo)

e Catequina

- Genovese et al., 2008. Food Science and
Technology International. 14 (3): 207-214.

-Roesler et al., 2007. Food Chemistry. 104:
1048-1054

- Roesler et al., 2007. Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos 27: 53-60

-Roesler et al., 2007. Journal of Food Science-
Food Chemistry and Toxicology.71 (2): C102-
C107.

-Ferreira et al., 2006. Brazilian Journal of
Biology, 68 (1): 141-147

-Santos and Sant'Ana, 2001. Phytomedicine. 8
(2): 115-120

-Santos and Salatino, 2000. Phytochemistry,
55:567-573.

Baru [Dipteryx alata Vog.]
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- analgésico (na
coluna)

- antioxidante em
ratos estressados
com ferro

- inibe a formagao
de melanina

- anti-reumatico

- lupeol, lupen-3-onabetulina
(Triterpenos pentaciclicos)

-acido elagico

-acido cafeico

-acido p-coumaric
-acido galico

-acido hidroxibenzoico

-Siqueira et al., 2012. Food Res. Int. 45: 427-433

-Lemos ET al., 2012. Food Res. Int. 48: 592-597

- Freitas e Naves, 2010. Rev. Nutr., 23: 269-279

- Vera et al., 2009. Rev. Bras. Frutic. 31: 112-

- propriedades 'Catequina 118
sudoriferas, -acido ferrulico
ténicas e . . . .
-epicatequina - Takemoto et al., 2001. Revista do Instituto
3 reguladoras da Adolfo Lutz, 60: 113-117
-g menstruacdo -antocianinas ofio Lutz, ©0: 115
g -inibe atividades -flavonoides
< mediadas por - acido fitico - Mattos et al., 1988. Acta Amazébnica, Manaus,
acetil colina em ] 18: 349-350
animais - tanino
) Ca Fe, Zn, Cu, N,’.P es - Barros, 1982. Flora medicinal do Distrito
- acidos graxos: oléico, Federal. Brasil Florestal, 12: 35-45
linoléico, acidos palmitico,
lignoceérico, estearico,
behénico, gadoleico, - Ferreira, 1980. Informe Agropecuario, 6: 19-23
araquitico, Omega 3 e Omega
6.
itaminas: a-tocoferol - Kaplan et al. 1966. Anais da Academia
- vitaminas: a-tocorero Brasileira de Ciéncias e Letras, 38: 420
- beta-farneseno
-proteina - Correa, 1931. Dicionario de plantas Gteis do
- carboidratos Brasil e das exdticas cultivadas. Rio de Janeiro:
- fibras alimentares Imprensa Nacional, 2
Cagaita [Eugenia dysenterica DC.]
- inibidor de o- -Polifenois (e fendlicos totais) - Gongalves et al., 2010. Journal of Agricultural
ar_nllage e a- « catequina and Food Chemistry. 58: 4666-4674.
s glicosideo _
@ (antidiabético) e quercetina _
O icional K ferol - Genovese et al., 2008. Food Science and
= - nutriciona ¢ kaemptero Technology International. 14 (3): 207-214.
% -antioxidante e acido elagico
o (DPPH, ORAC e T
B-caroteno/4cido -vitamina C - Roesler et al., 2007. Ciénc. Tecnol. Aliment.
linoleico) -proteina 27:53-60
-lipidios
-cinzas
-agucares totais
Cajuzinho-do-cerrado [Anacardium humile St. Hil.]
-antioxidante - vitamina c - Silva et al., 2004. Pesquisa Agropecuaria
(analise Tropical, 34:9-14
° voltamétrica)
=
5 - Alves et al., 2004. 31 Reunido Anual da
3 Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), poster
(O]
(7]
o

Inga-branco [Inga laurina]l
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Nao foram encontrados trabalhos realizados com a fruta (polpa) do Inga-branco nas bases de Science
Direct e Pub Med utilizando-se do termo “Inga laurina’, acessado em 06/12/2013

Guariroba [Syagrus oleraceal]

- Ténico (medicina
popular)

- Plotkin and Balick, 1984. Journal of
Ethnopharmacology. 10: 167-179

-agente
antiestérico
(medicina
o popular)
= -estomatico
E (medicina
popular)
-carminativo
(medicina
popular)
Jatoba-do-cerrado [Hymenaea stigonocarpa Mart.]
-nutricional -acidos diterpeno - Silva et al., 2001. Ciéncia e Tecnologia de
o - proteinas Alimentos, 21: 176-182
E - lipideos
-cinzas
- fibras alimentares sollveis
- fibras alimentares insoluveis
- carboidratos
Jenipapo [Genipa americana L.]
- bactericida, - fendlicos totais - Souza et al., 2012. Food Chemistry. 134: 381-
germicida -acido ascorbico 386.
-antioxidante -carotenoides (B-caroteno e
(ABTS) licopeno) - EMBRAPA, 2010. Frutas nativas da Regido
_umidade Centro-Oeste.
-proteina
-lipideos
§ -carboidratos
3 -fibras
g -minerais:
© o
o e calcio
e potassio
o fosforo
* magnésio
e ferro
e manganes
e zinco
e cobre

e sodio
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- anti-inflamataria,

- ferro e vitamina C

- Brasil, 2002. Alimentos Regionais Brasileiros

o) antianémica
°
(3]
>
]
E
L
@ - antitumoral - genipina - Ueda et al., 1991. Journal of Natural Products,
% v. 54, p. 1677-1680.
®
]
E
L
- baixa atividade - Resende et al., 2009. Fendlicos totais e
antioxidante atividade antioxidante de frutas tropicais da
o (DPPH) Bahia, 32 ° Reunido da Sociedade Brasileira de
E Quimica
Jurubeba [Solanum paniculatum L.]

- coagulante - alcaloides - Burguer et al. 2007. Avaliagéo da atividade
coagulante de extratos fracionados dos frutos de
solanum paniculatum |.

% -(solanaceae). 5° Seminario de Iniciagao

T Cientifica. UEG. Disponivel em: <
http://www.prp.ueg.br/06v1/conteudo/pesquisali
nic-
cien/eventos/sic2007/flashsic2007/arquivos/resu
mos/resumo16.pdf>. Acesso em: 10 nov. 2010.

- antioxidante - acidos graxos e esteroides - Coutinho, EMO. 2009. Estudo fitoquimico e de
como o lanol, campesterol, atividade biolégica de espécies de solanum

@ estigmasterol, estigmastenol, (solanaceae). 172f. Dissertagdo (Mestrado em

% sistosterol e tremulona, além Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal

5 da solavetivona do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Rio de

o Janeiro, 2009.

E

L

Lobeira [Solanum lycocarpum Ruiz & Pav.]

- hipoglicemi- - solasonina - Yoshikawa et al., 2007. J. Nat. Prod., 7, 210-

antes, -solamargina 214

- hipocolestero- - fendis totais -Peters et al., 2007. Bol. Cent. Biol. Reprod., 26:

Iémicos 1/2- 25-27

- controle da - Maruo et al, 2003a. Phytomedicine, 10: 4852

obesidade )

° . -Mauro et al, 2003b. Neurotoxicology and
5 - teratogénico Teratology 25: 627—631
L

-Chang et al., 2002; Journal of

Ethnopharmacology 81: 265- 269

- Dall’Agnol, R., Poser, G.L., 2000. Journal of
Ethnopharmacology, 71: 337- 341.

-Correa et al., 2000. Ciénc. Agrotec., Lavras, 24:
130-135
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Mangaba [Hancornia speciosa Gomes]

-gastrite
-hipertenséao

-doencgas
inflamatorias

-anti Helicobacter

-catequina

-acido clorogenico
-acidos fendlicos
-catequinas
-proantocianidinas

- Almeida et al. (apud Moraes et al., 2008. J
Ethnopharm 120: 161-168

- Moraes et al., 2008. J Ethnopharm 120:
161-168

- Hirschmann and Arias (apud Moraes et al.,
2008. J Ethnopharm 120:161-168)

§ pylori
§ | doongas Eithnopharm 120.161-168)
oAt o o 2008
-diabetes .
- Rodrigues and Carvalho (apud Moraes et al.
-perda de peso 2008. J Ethnopharm 120: 161-168)
-dermatite
- doengas
hepaticas
- adstringente
-antioxidante in -vitamina c -Almeida et al., 2011. Food Research
Xig_cla_él)DPPH e _fenolicos totais International, 44: 2155-2159
_total an.tomamnas egigfelsg% et al., 2009. Food Chemistry, 114:
-flavonoides amarelos -Sampaio and Nogueira, 2006. Food
-carotendides totais Chemistry, 95: 606-610
-compostos volateis:
o Fruto verde:
-1-octen-3-ol
-(Z)-linalool oxide
-(AEBI)-linalool oxide
-linalool
-2-phenylethanol
-a-terpineol
-geraniol
£ - hexadecanal
i - octadecanol

e Fruto em processo de
maturagao:

-ethyl propanoate
-n-propyl acetate
-3-methyl-3-buten-1-ol
-2-methyl propyl acetate
-furfural

-(Z2)-3-hexenol
-1-hexanol

-3-methyl-3-buten-1-yl
acetate

-(2)-3-hexen-1-yl acetate
-n-hexyl acetate

- (2)-linalool oxide
-(AEBI)-linalool oxide
-linalool
-2-phenylethanol
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-a-terpineol (2.5%);
o - Fruto Maduro:

-3-hydroxy-2-

- Butanone

-2,4,5-trimethyl-1,3-
dioxolane

-3-methyl-3-buten-1-ol

Fruto

-3-methyl-1-butanol
-furfural
-3-methyl-1-butanyl acetate

-3-methyl-3-buten-1-yl
acetate

Tucum-do-cerrado [Bactris setosa Mart.]

Nao foram encontrados trabalhos realizados com a fruta do tucum-do-cerrado nas bases de Science
Direct e Pub Med utilizando-se do termo “Bactris setosa”, acessado em 06/12/2013

Tais estudos sugerem um alto potencial em bioativos presente nas plantas
nativas do Cerrado, entretanto, as distintas metodologias de analise empregadas
bem como as diferentes unidades nas quais os valores foram expressos dificultam a
comparacao entre espécies de plantas consagradas na literatura, com reconhecida
atividade antioxidante, como por exemplo, a maga vermelha (EBERHARDT, LEE e
LIU, 2000; SUN et al., 2002; LEONTOWICZ et al., 2003; LIU, LIU e CHEN, 2005;
WOLFE e LIU, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo preliminar, comparar a atividade
antioxidante de partes comestiveis de doze plantas nativas do Cerrado com a da
macéa vermelha e, como objetivo principal, avaliar os efeitos do consumo diario de
tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart.), sobre o estado em ferro e o estado
oxidativo em ratos com alto estresse oxidativo, induzido com suplementacao

dietética de ferro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo in vitro:
o Verificar a atividade antiradicalar das partes comestiveis de doze frutos
do Cerrado, utilizando o radical DPPH".
e Selecionar um fruto, pseudofruto, castanha ou palmito que se destaca
em termos de atividade antioxidante;

Estudo in vivo:

e Avaliar o efeito do consumo do tucum (Bactris setosa Mart.) nos niveis
de ferro do soro, figado, bago, intestino, rim, coragdo e cérebro, dos
animais suplementados com ferro.

e Verificar o efeito do consumo do tucum nos niveis dos transcritos de
Hamp no figado; Nrf2 no figado, bago e intestino; Catalase no figado,

baco e intestino; DMT1 no intestino; e FPN1 no figado, baco e intestino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN
VITRO

A dosagem da atividade antioxidante in vitro foi realizada com a parte
comestivel de doze espécies nativa do Cerrado, sendo nove frutos: araticum
(Annona crassiflora Mart.- polpa), cagaita (Eugenia dysenterica DC. — casca e
polpa), inga (Inga laurina - polpa), jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart.
- polpa), jenipapo (Genipa americana L. — casca, polpa e semente), jurubeba
(Solanuma paniculatum L.), lobeira (Solanum lycocarpum A.St.-Hil. — polpa),
mangaba (Hancornia speciosa Gomes- polpa), tucum-do-cerrado (Bactris setosa
Mart. — casca e polpa); um pseudofruto: cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile
St. Hil. — casca e polpa); uma castanha: baru (Dipteryx alata Vog. - castanha); e um
palmito: guariroba (Syagrus oleracea - palmito), além da mag¢a Red Delicious (Malus
domestica Borkh.), que foi utilizada como comparagédo, pois € um pseudofruto
bastante conhecido por apresentar alta atividade antioxidante.

As amostras foram coletadas na area de conservacéao: Estacdo Ecolégica da
Universidade de Brasilia ou na Fazenda Agua Limpa (F.A.L.). O gerente nacional
desta Unidade de Conservagao pertence a propria Universidade de Brasilia, Brasil.
A permissao foi emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA)/Ministério do Meio Ambiente (Autorizagdo N° 9/2012,
o Ibama / Ministério do Meio Ambiente). Foram coletadas amostras de cada espécie,
provenientes, no minimo de trés plantas diferentes. As amostras maduras para o
consumo foram selecionadas, lavadas em agua corrente, destilada e deionizada, e
secas a temperatura ambiente com excegao da guariroba que foi descascada e
imediatamente congelada em Nitrogénio liquido. As partes comestiveis das plantas
foram retiradas e quarteadas, obtendo-se aliquotas com cerca de 400 g de cada
amostra. As aliquotas foram divididas em ftriplicata para obtencdo das solucdes
extrativas. Em seguida, foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer a -70°C, até extracio e ou analises.
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4.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS

Os extratos das amostras das partes comestiveis das doze plantas foram
obtidos segundo método de Singh et al. (2002). Brevemente, aproximadamente 12,5
g da parte comestivel foram adicionados a 50mL de solvente (acetato de etila ou
agua deionizada) e homogeneizados em Shaker a temperatura de 30°C e velocidade
de 125 rpm durante 1h. Posteriormente, o extrato foi filtrado a vacuo em papel de
filtro JP41 para retirada de particulas remanescentes, os residuos foram submetido
a uma segunda extragcdo com 50mL do mesmo solvente e, filtrado sob as mesmas
condicdes. Os dois extratos com o mesmo solvente foram misturados, o volume final
foi registrado e, posteriormente, aliquota dos extratos foram separados em
microtubulos de plasticos de 2mL, congelados em Nitrogénio liquido e, armazenados

a 70°C até analise. Todo o procedimento foi realizado a meia luz.

4.3 DETERMINAGCAOQ IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR MEIO
DA ATIVIDADE ANTIRADICALAR - DPPH-

A Eficiéncia Antiradicalar (EA) foi determinada segundo Brand-William,
Cuvelier e Berest (1995) e modificada por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto
(1998). Em uma cubeta de vidro foram colocados 2,9mL de uma solu¢do de 0,8 mg
de 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazyl (DPPH- Sigma-Aldrich)) 100mL de Metanol
(JTBacker pureza HPLC — 99,9%). A essa solugao de DPPH acrescentou-se 100uL
de cada um dos extratos com cinco concentragdes diferentes (intervalo entre 300 a
3000ppm). A absorbancia no tempo zero (Ao) foi obtida a 517nm (As17nm) €m
espectrdmetro (modelo: Spectronic Genesys 2, marca: Milton Roy) e apds o
acréscimo do extrato, a redugdo do radical DPPH" foi acompanhada por meio da
curva de decaimento da As17nm, registrada em intervalos de 30, 60 ou 120 segundos.
Os intervalos de tempo para cada tipo de extrato foi definido de acordo com o
comportamento da curva de decaimento do DPPH em uma analise preliminar. Com
base na curva de decaimento calculou-se o ECsp, ou seja, a concentracdo da
amostra/DPPH [g/kg] que é capaz de reduzir em 50% a concentragdo de DPPH’
inicial, no tempo de estabilizacdo (TECso) (Figura 12). O tempo de estabilizagao da

reacao foi entdo calculado por meio da seguinte Equagao 4.
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Figura 12. Modelo de curva de decaimento do DPPH’ com o tempo de estabilizagdo (TECs; ¢ ) de

varias concentragdes diferentes do extrato acetato etilico (20, 49, 78, 97 e 131 g de fruto/ g de
DPPH’) do araticum (Annona crassiflora Mart.).

(%D PPHR emanescente t3~(%DPPHRomansscente ¢ (4)

Na qual, t corresponde ao tempo de leitura da Asi7nm, t -1 € igual ao tempo da
leitura anterior a t. Cada curva de decaimento foi realizada no minimo trés vezes. O
critério de estabilizagdo da reacdo de reducdo do DPPH’ foi estimado conforme a
expressdo: {(%DPPH Remanescente') — (%DPPH Remanescente ")}/t-(t-1)} < 1,
onde t correspondeu ao tempo de leitura da As17nm € t-1 0 tempo de leitura anterior a
t. Em seguida, calculou-se a EA de cada extrato, por meio da seguinte equacgéo:
1/(ECs0*TECs0), onde TECs, corresponde ao tempo de estabilizagcdo do ECso. A
capacidade de eliminagcado dos radicais livres foi também expressa como umol de

equivalente de Trolox (ET)/g da planta.

4.4 ANALISE ESTATISTICA DO TESTE DPPH’

O teste t de studant para amostras independentes foi utilizado para fazer
comparagdes entre os valores médios dos dois extratos de cada fruta e entre os
valores médios de cada espécie com o da macga. A correlacdo entre os valores de

Equivalente de Trolox (ET) e cada parametro de DPPH" foi analisada utilizando a
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correlagdo de Pearson. A andlise foi realizada utilizando o programa SPSS Statistics
17.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). A significancia foi definida como p <0,05 e as

variaveis sao apresentadas como média = DP.

4.5 COLETA DA AMOSTRA QUE MAIS SE DESTACOU EM TERMOS DE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PARA ESTUDO IN VIVO

As amostras do tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.), familia Arecaceae,
foram coletadas em Terezopolis de Goias (Autorizagdo N° 9/2012, o Ibama /
Ministério do Meio Ambiente) cuja exsicata se integra no patriménio do Herbario da
Universidade de Brasilia, voucher Fustinoni, AM 01. Os frutos do tucum foram
lavados com agua destilada, secos a temperatura ambiente e armazenados a
temperatura de -70 °C, até a preparacao das dietas. Depois de retirar manualmente
as sementes com o fruto congelado, polpa e casca frescos foram homogeneizadas
em liquidificador com agua e adicionado as misturas para a preparacao das dietas
dos ratos. Estas misturas foram homogeneizadas manualmente e em seguida foram
preparados os pellets das dietas, que foram mantidos a -5°C até secagem e entédo
estocado em sacos plasticos protegidos da luz a -70°C. A massa da agua utilizada
na homogeneizagdo do tucum nao foi considerada no calculo da composi¢gdo da

dieta.

4.6 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Vinte e cinco ratos Wistar maxos, recém desmamados com 21 dias de vida e
obtidos da Granja Roberto Giannichi, Suzano-SP, Brasil, foram alojados,
individualmente, em gaiolas de ago inoxidavel a uma temperatura de 21,75 + 0,46
°C, sob um ciclo de 12h de luz / 12h de escuro. Os ratos tinham livre acesso a agua
e alimentos durante o ciclo escuro. Apos 37 dias de aclimatagao, os ratos (278,9 £
20 g) foram separados em quatro grupos: o grupo Controle (CNT) recebeu uma dieta
prépria para roedores, a AIN-93G, que contem 35 mg/kg de ferro (N=6) (REEVES,
NIELSEN e FAHEY, 1993); o grupo suplementado com ferro (Fe) foi tratado com a
dieta AIN-93G contendo 350 mg/kg de ferro (N=7); o grupo tucum (Tuc) foi tratado

com dieta adicionada com 150 g do fruto do tucum (polpa e casca) / kg de dieta
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(N=6); e o grupo tucum com suplementagao de ferro (TucFe), recebeu a dieta para
roedores suplementada com 350mg de ferro/kg de dieta e acrescida com 150 g de
tucum / kg de dieta (N=6). Durante o experimento 2 animais morreram por causas
adversas nao relacionadas a dieta: um animal do grupo CNT e outro do grupo
TucFe. A dose de ferro na dieta suplementada com ferro foi estimada com base na
dose de suplementagao utilizada em seres humanos adultos que é de 10% da
recomendacdo diaria de ferro. As quantidades dos macronutrientes da dieta
acrescida com tucum foram ajustadas visando adequar este nutrientes conforme as
recomendacdes previstas na dieta AIN-93G para esses roedores. A composi¢ao do
tucum em termos de macronutrientes e ferro e das dietas dos ratos estdo
apresentada nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os animais foram pesados
semanalmente, e o consumo da dieta foi obtido pela diferenga entre a dieta
oferecida e a sobra, registrados diariamente. Apos 30 dias de tratamento, os animais
foram anestesiados numa camara anestésica com isoflurano e o sangue foi coletado
por pungéo cardiaca. As amostras de sangue foram recolhidas em dois tubos com e
sem EDTA 7,0% (21uL/mL sangue) e os érgaos - figado, bago, rim, coragao, cérebro
e intestino delgado - foram extraidos, lavados em solugédo de NaCl 0,9%, livre de
ribonuclease (RNAse free). Todos os franscos utilizados no procedimento foram
deixados de molho durante 5h de molho em solugao 0,1% de Pirocarbonato de
Dietila (Diethylpyrocarbonate — DEPC) para a degradacdo de ribonucleases.
congelados rapidamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C para
analises posterior. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de
Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, Brasil,
UnBDOC N° 120380/2009.

Tabela 1. Composigéo centesimal e niveis de ferro do tucum (Bactris setosa Mart.).

Carboidrato Lipideo Proteina Cinza Fibra Umidade Ferro'
(g/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/1009g) (g9/100g) (g/100g)
Tucu
m (polpa e 18,66 +0,22 0,14+0,00 1,15+0,01 0,54+0,03 169+0,14 77,87+0,00 1,42+0,08

casca)

Os valores representam a média + DP, triplicata;

Expresso por peso seco do fruto.
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Tabela 2. Composigéo das dietas.

Dieta' (g/kg)

Componentes

CNT Fe Tuc TucFe
Amido Dextrinizado 132 132 132 132
Sacarose 100 100 100 100
Amido de milho 397,5 397,5 369,63 369,63
Carboidrato do tucum - - 27,85 27,85
Proteina (caseina) 200 200 198,27 198,27
Proteinas do tucum - - 1,73 1,73
Oleo de soja (Lipideos) 70 70 69,7 69,7
Lipideos do tucum - - 0,3 0,3
Fibras 50 50 47,47 47,47
Fibras do tucum - - 2,5 2,5
Mistura de vitaminas 10 10 10 10
Sulfato Ferroso hepta-hidratado 0,17 1,75 0,17 1,75
Mistura mineral sem ferro 35 35 35 35
L-cisteina 3 3 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5

! Grupo Controle (CNT): dieta para roedores AIN-93G formuladas segundo Reeves, Nielsen e Fahey (1993)
(N=5); grupo suplementado com ferro (Fe): dieta para roedores AIN-93G com suplementacgéo de ferro (350mg
de ferro/kg de dieta na forma de sulfato ferroso hepta-hidratado) (N=7); grupo tucum (Tuc): dieta AIN-93G
contendo 15% de tucum (casca e polpa) (N=6); grupo suplementado com tucum e ferro (TucFe): dieta AIN-
93G com suplementacéao de ferro (350 mg de ferro/kg de dieta) contendo 15% de tucum (N=5) (Tratamento:
30 dias).

4.7 DETERMINACAO DO ESTADO EM FERRO NO ORGANISMO DOS
RATOS

471 Determinacéao de ferro nos tecido

A concentragao de ferro nos tecidos foi determinada utilizando-se o método
descrito por Baranowska, Czernickib e Aleksandrowicz (1995). Resumidamente,
cerca de 0,1 g de coracéo e do baco, 0,4 g do rim e do intestino e 0,3 g do cérebro e

do figado foram digeridas com 5mL de HNOj; concentrado (Sigma Aldrich Co., St.
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Louis, MO, EUA) e 2,5 mL de H,SO4 (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, EUA), em um
sistema de microondas Provecto Analitica (DGT 100 Plus, Jundiai, Sdo Paulo, Brasil,
2003). Apds a digestdo, as amostras foram suspensas em acido nitrico 0,1 mol / L
para obtencao do volume final de 25 mL. A concentracao de ferro nas amostras foi
determinada por espectrometria de emissao atémica com plasma (ICP-AES/Spectro,
Kleve, Alemanha), utilizando-se a linha de 238nm para detecgéo do ferro. Uma curva
de calibragdo foi obtido com solugbes de Fe-Titrisol, Merck (Merck, Darmstadt,
Alemanha), nas concentragdes entre 0 e 10 ppm para calcular as concentragbes de

ferro nos tecidos.

4.7.2 indices de Ferro no soro

As analises do ferro sérico, da Capacidade Latente de Ligacdo de Ferro
(CLLF), da Capacidade Total de Ligacdo de Ferro (CTLF), da Saturagdo de
Transferrina (TS) e da concentragcédo de Transferrina foram realizadas utilizando o kit
colorimétrico, conforme descrito pelo fabricante Labtest Diagndstica SA (Lagoa

Santa, Minas Gerais, Brasil).

4.8 VERIFICACAO DOS NIVEIS DE TRANSCRITO DE GENES DO
METABOLISMO DE FERRO E DOS GENES ENVOLVIDOS NA DEFESA
ANTIOXIDANTE

4.8.1 Extracao de RNA

A extragdo de RNA total a partir do figado, bago e intestino foi realizada
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e cloroférmio. Apds a
extracdo, o RNA da fase aquosa foi precipitado com alcool isopropilico, lavado com
etanol 70%, seco, dissolvido em agua deionizada e armazenado a -70°C. A
integridade do RNA total foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose.
Resumidamente, uma aliquota de aproximadamente 600 ng de RNA total foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo de corrida 1x de
TAE, obtido apartir da diluicdo do TAE 50x (242g de Tris base: Vetec, RJ, Brasil;
100mL EDTA 0,5 mol/L: Sigma, St. Louis, MO, EUA; 57,1 mL de acido acético

glacial: Vetec; e completar volume com agua deionizada para 1000mL). O gel foi
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corado com 5uL de Gel Green™ 10.000x (Biotium, Hayward, CA, EUA) para cada
50mL de gel durante seul processo de preparacao e foi analisado utilizando-se o
software 1D Lablmage (Kapelan Bio-lmaging Solutions, Leipzig, Alemanha), para
confirmar a auséncia de material genético degradado. A concentragao e pureza das
amostras de RNA total foi verificada por determinacédo da absorbancia a 230, 260 e
280nm em espectrofotdmetro (Ultrospec 3000 UV-visivel, Pharmacia Biotech,
Cambridge, Inglaterra) (AZEVEDO, FELIPE e BRIGIDO, 2003). A verificacdo da
pureza das amostras de RNA foi realizada através da avaliagdo da presenca de
proteinas pela razao Agso/Azsp, enquanto a contaminagdo com compostos
aromaticos, tais como fenol, foi verificada pela proporcdo Azeo/Azz. O valor de
referéncia utilizado para avaliar estas proporgdes (Agso/Azs0 € Ageo/Azzg) foram
valores iguais ou maiores a 1,8. Aygo representa a absorbancia espectrofotométrica
no comprimento de onda de 280 nm e Ay representa a absorbancia
espectrofotométrica no comprimento de onda de 230 nm (AZEVEDO, FELIPE e
BRIGIDO, 2003; SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).

O RNA total foi entdo precipitado com acetato de sddio anidro a 3 mol/L e pH
5,2 (0,1 volume) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e etanol 100% (2,5 volume) (Sigma,
St. Louis, MO, EUA), incubados a 4°C por 30 min. Apds a incubagao, as amostras
foram centrifugadas a 12.000g, a 4°C durante 30 minutos (centrifuga Eppendorf
5415R, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL
de etanol 75% a 4°C (Sigma, St. Louis, MO, EUA) ao sedimento e este foi
homogenizado delicadamente invertendo-se o tubo 10 vezes, o qual em seguida, foi
mantido por 5 min em gelo. Apds este periodo o homogenizado foi centrifugado a
12.000g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o material foi secado a
temperatura de 37°C por mais ou menos 15 min. O precipitado foi suspenso em 50
ML de agua deionizada e antes de ser estocado a -70°C, foi determinada a
absorbancia a 230, 260 e 280 nm (Ultrospec 3000 UV-visivel, Pharmacia Biotech,
Cambridge, Inglaterra) para o calculo das proporgdes Ageso/Azso € Azeo/A2z0 €
avaliagdo da pureza e concentracdo do RNA no material tratado com acetato de
sodio. Esta avaliacdo da concentragao foi realizada apartir de uma diluicdo de 2uL

da amostra em agua deionizada, para um volume final de 500 pL.
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4.8.2 Sintese de cDNA

O RNA total (1 pg) foi utilizado para reagdes de sintese de cDNA utilizando-se
do Sistema de Kit de Transcricdo Reversa Improm |l (Promega, Madison, WI, EUA).
O volume de 1 pL dos primers oligo (dT) foram adicionados ao RNA total e a
desnaturagao foi realizada a 70°C durante 5 min e em seguida foram mantidas em
gelo por mais 5 min. A Transcriptase Reversa Improm-ll, juntamente com 5uL de
agua, 4 pL do tampao (INPROM II™ 5x), 3 pL de MgCl, (25 mmol/L), 1 pL de
dNTPmix (10mmol/L), 1 L de RNAsin (Ribo Inibition 2500u) foram adicionadas e as
amostras foram incubadas inicialmente a 25°C por 5 min e em seguida a 42°C
durante 50 min, seguido de inativagao a 70°C por 15 min. O DNA complementar foi
estocado a -20°C até analise. Como controle negativo todo este procedimento foi
realizado também nas amostras sem a presenca da enzima transcriptase reversa.
Uma aliquota da reagcdo com controle negativo foi submetida a RT-PCR para
confirmar a auséncia de DNA genémico, para isso utilizou-se um sistema de reagao
ja testado e sequéncias de oligos especificos previamente utilizadas por outros

autores e descritas em artigos cientificos.

4.8.3 Reacao em cadeia de polimerase reversa (QRT-PCR)

As concentracdes de mRNA de genes de proteinas ligada ao metabolismo de
ferro: peptideo antimicrobiano hepcidina (Hamp) no figado; ferroportin 1 (Slc40a1 ou
FPN1) no figado, bago e intestino; e transportador de metal bivalente 1 (Slc77a2 ou
DMTT) no intestino; e genes ligados ao estresse oxidativo: o fator nuclear (erythroid-
derived-2) like 2 (Nfe2I2 ou Nrf2); e catalase (Cat), tanto no figado, baco e intestino
foram quantificados em tempo real pela reacao em cadeia da polimerase (QRT-PCR)
(7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A
PCR em tempo real foi realizada utilizando-se o reagente Fast SYBR Green Master
Mix 2X (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com 2 pyL de cDNA (que
correspondeu a 0,2 ng de RNA total), em um volume final de 10 pL com 5 pL de Fast
SYBR Green Master Mix e 0,2 mmol/L de cada primer (concentragédo final). As
sequéncias dos primers utilizados estdo apresentados na Tabela 3. A PCR
quantitativa foi realizada utilizando-se 40 ciclos a 95°C por 20s, 60°C por 3s e 60°C

por 20s. A expressao de todos os genes foi normalizada com base no gene
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constitutivo B-actina (Actb) e as reagdes foram corridas em triplicata para a validagao
dos experimentos. A especificidade da amplificacdo de cada produto amplificado foi

verificada utilizando-se uma curva de fusao (melting curve).

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para a reagdo em cadeia de polimerase (QRT-PCR).

N° de Descrigao do Gene Simbolo Codinome Sequéncias Referéncia
Acesso do Gene 5—3
. . . F TGATGCTGAAGCGAAGGA *
NM_053469 Peptideo Antimicrobiano Hamp -

R TGTGTTGAGAGGTCAGGAC
Hepcidina

F CTGATTTACAGTCTGGAGCAG
NM_013173.2 Transportador de Metal Slc11a2 DMT1 *

R CACTTCAGCAAGGTGCAA
Divalente — 1

. F TTCCGCACTTTTCGAGATGG
NM_133315.2 Ferroportina 1 Slc40a1 FPN1 (CHRISTIANSEN,

R TACAGTCGAAGCCCAGGACCGT
2007)

i F GAGACGGCCATGACTGAT
NM_031789.1 Fator nuclear (erythroid- Nfe2l2 Nrf2 (PALSAMY, 2011)

R GTGAGGGGATCGATGAGTAA
derived-2) like 2

F ACTCAGGTGCGGACATTC
NM_012520.1 Catalase Cat - (GRIGORYANTS,

R GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGCC
2005)

. F GTCGTACCACTGGCATTGTG
NM_031144 B-actina Actb - (WANG, 2008)

R CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

F = forward; R = reverse. Os primers da DMT1 pode amplificar as formas de DMT1 que
possuem elementos responsivo ao ferro e sem elementos responsivos ao ferro. * sequencias
desenhadas em nosso laboratério.

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo da qPCR foi avaliada através das
curvas de diluigdo construida a partir de diferentes diluigdes de cDNA para cada
amplicon. A eficiéncia de amplificacdo foi determinada a partir do declive obtido da
curva de diluicao relativo ao log [MRNA transcrito] e a variagdo do limiar da fase
exponencial de amplificacdo (cycle threshold - Ct) com a equagao E = (10/(-
1/declive)-1)x100. O valor de aproximadamente -3,33 de declive da linha de

tendéncia do grafico dos valores de Ct vs log da concentragdo do acido nucleico foi
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considerada uma reagao eficiente. A eficiéncia da PCR dos primers estudados foi
entre 97 e 103%. Outro critério avaliado para a validacao do ensaio de cada um dos
genes foi a curva padrdao do ACt (Ct do gene alvo - Ct gene constitutivo) versus o
logaritmo da quantidade de cDNA. Esse calculo serve para examinar a
especificidade dos produtos gerados por cada primers, o valor do declive da linha de
regressao dos valores ACt vs log da concentragdo de acido nucleico devem ser
menores do que 0,1. Para quantificar a abundancia do RNA do gene alvo, o

resultado final foi dado por 24CT  calculado a partir do Cy do gene alvo em relagéo

ao gene constitutivo (B-actina). Este método foi realizado tal como descrito no tutorial
da Applied Biosystems (2008).

4.8.4 Analise Estatistica

A anadlise da tendéncia das distribuicbes das variaveis foi realizada pelo Teste
de Kolmogorov-Smirnov. As comparagdes entre os tratamentos de cada grupo foram
realizados por meio do Teste T para amostras independentes, utilizando-se o
software SPSS versdao 17 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Em todos os testes, foi

utilizado o valor a<0,05, para significancia das diferengas.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ENTRE
PARTES COMESTIVEIS DE DOZE PLANTAS DO CERRADO E A MACA
VERMELHA — IN VITRO

Na Tabela 4 estido apresentados os resultados da atividade antiradicalar
obtidas para os extratos das partes comestiveis dos doze frutos do Cerrado e da
maca vermelha, analisadas em sistema reacional utilizando-se o radical DPPH’
como reagente. Os extratos obtidos em acetato de etila e agua de seis amostras do
Cerrado - araticum, cagaita, cajuzinho, jurubeba, lobeira e tucum - apresentaram
maior Eficiéncia Antiradicalar do que o extrato da maga vermelha com os respectivos
solventes. Surpreendentemente, os valores em Equivalentes de Trolox (ET) e da
Eficiéncia Antiradicalar (EA) obtidos no extrato de acetato de etila da lobeira foram
aproximadamente 10 e 40 vezes maiores do que do extrato acetato de etila da
maga, respectivamente. A atividade antiradicalar medida por esses dois parametros
(ET e EA) nos extratos de acetato de etila do araticum, do tucum e da cagaita
também foram maiores do que os valores encontrados no extrato de acetato de etila
da maca (aproximadamente 8 e 15, 7 e 10, 3 e de 7 vezes maior, respectivamente).
Além disso, as atividades antiradicalares, determinadas pelos parametros ET e EA
dos extratos aquosos de araticum, cagaita e tucum foram de cercade 7 e 11,7 e 18,
8 e 6 vezes maiores, respectivamente, comparados aos valores obtidos para o

extrato aquoso de maca.

Com excecdo da lobeira e da castanha de baru, a maioria das espécies
apresentaram atividade antioxidante maior no extrato aquoso do que o
correspondente valor encontrado no extrato de acetato de etila, quando medido por
meio de Equivalente Trolox (ET) ou pela Eficiéncia Antiradicalar (EA). O inverso

disso ocorreu em relagao ao ECso (Tabela 4).

Para identificar a relagédo entre os trés parametros cinéticos do DPPH (ECsyo,
TECso € EA, obtidos por reagdes cinéticas contendo os extrato das plantas e DPPH)
e a atividade antiradicalar expressa como equivalente de Trolox (ET) foi realizada

uma analise comparativa usando o teste de correlagdao de Pearson. Desta forma,
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verificou-se uma correlagéo positiva e significativa entre ET e EA, tanto nos extratos
aquosos (r = 0,869 e p = 0,000) como nos extratos em acetato etilico (r = 0,885 e p
<0,000) das partes comestiveis das plantas do Cerrado, enquanto uma fraca
correlagdo negativa foi encontrada entre ET e ECso (r = -0,436, p = 0,006 e -0,345,

0,031, respectivamente). Nao foi encontrada correlagédo entre ET e TECso.

Tabela 4. Atividade antiradicalar (DPPH’) dos extratos com acetato de etila e agua das partes
comestiveis das doze plantas do Cerrado.

Acetato de Etila Agua
Nome Trolox ECo TECq, EA Trolox ECo, TECq EA

popular ol Ig peso fresco  10°. (g/kg DPPH) min 1/EC5. TEC35p pmol TE /g peso fresco 10% (g . kg™) min 1/ECs,. TECso
Maga 6,5+0,6 123,2 £11,1 197+11  0,4+0,1 9,4 +0,3" 84.7 + 2.9" 18.1+2.4 0.7 £0.1%
Araticum 543+76 14,9+2,0" 125+1,9° 6,015 67,3+ 13,5 122 £2,6™ 11,5+0,5" 8,2+0,8™
Baru 0,8+0,1" 1021,8 + 86,8 5403  02%00 0,6 £0,1# 1470,9 £202,4*# 10,5+ 0,8%### 0,100 ##
Cagaita 21514 371+24" 9404 29:03" 72,7 + 2,0 44 10,9 +0,3*### 6,9+ 0,3"## 13,2 + 1,074
Cajuzinho 93+1,3" 86,5+13,2" 13,1406 0,9 +0,2" 26,5 +6,6'# 31,1 £6,7""## 7,0 % 0,2 4### 4,8+ 1,44
Gueroba <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Inga 26400 3032+0,8" 10,9+1,9°  0,3+0,1 6,2 +0,7# 130,4 + 17,144 24,1 +1,9%4 0,3 +0,0~
Jatoba 0,2+0,1" 3760,4 +1299,4° 2544164  0,0+0,0* 1,7+ 0,008 4543 + 3,74 9,5+3,1* 0,3 + 0,1+
Jenipapo 0,8+0,17 941,8 £60,4~ 2,0£0,0™ 0500 09+ 0,0 887,4 +0,6 1,940,1 0,6+0,0
Jurubeba 1,8+0,0" 4495 1,07 2,000 1,100~ 26,8 + 0,5%**#t# 29,7 + 0,5 *### 12,9+ 0,584 2,6 0,1
Lobeira 66,8+ 14,0" 12,3267 51+0,3% 16,3+ 25 7.9 + 3,944 115,2 + 44,1 92+ 197# 1,2+ 0,244
Mangaba 42 +0,0 187,3£1,7 12,8+0,8~ 0,40,0 8,2 0,5 *## 97,3 + 6,6%### 15,9 43,2 0,7 £0,1%
Tucum 50,6 +2,6" 15,8 +0,8™ 186+63  43+1,1% 75,3 £ 10,9 10,8 + 1,644 221433 4602

Os valores representam médias + DP da atividade antiradicalar. Valor seguido por um (*) é diferente do valor da
magca e seguida por (#) é diferente do extrato de acetato etilico da respectiva parte comestivel (* e # p < 0,05,**e # #p <
0.01, ™ e### p <0,001) (n =3 ; Teste t para amostras independentes); LD = Limite de Detecgdo. ECsy corresponde a
concentragdo da planta requerida para reduzir a quantidade original de DPPH’ a 50% e é expressa em Equivalente de

Trolox e a Eficiéncia Antiradicalar (EA) calculada pela equagéo: 1/EC.,.TEC., onde TECs, corresponde ao tempo para
estabilizacdo do ECsy, de acordo com (Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto, 1998).

Do estudo realizado in vitro o tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) foi um
fruto que apresentou altos niveis de ET e EA pelo teste de DPPH’, tanto no extrato
aquoso como no extrato com acetato de etila. E com base nos resultados

apresentadas no APENDICE A este foi o fruto selecionado para o estudo in vivo.

5.2 O CONSUMO DIARIO DE TUCUM PREVINE A SOBRECARGA DE FERRO
NOS TECIDOS DEVIDO A INIBICAO DA EXPRESSAO DO GENE DA
HEPCIDINA (HAMP) NO FiIGADO.

5.2.1 Concentragao de ferro nos tecidos

Ratos (Wistar) suplementados com ferro durante 30 dias (grupo Fe)

apresentaram maiores concentragbes de ferro no figado, bacgo, intestino e,
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ligeiramente maior, nivel de ferro renal em relagédo ao grupo Controle (p = 0,000,
0,029, 0,011 e 0,079, respectivamente), apesar destes ratos terem consumido
menor quantidade de dieta do que os ratos do grupo Controle (p = 0,038) (Figura
13; Tabela 5). Além disso, os ratos do grupo Fe apresentaram um aumento de ferro
sérico e saturacado de transferrina (TS), em comparagdo ao grupo Controle (p =
0,008 para ambas as variaveis) (Tabela 6). Embora a composi¢éo de ferro do fruto
tucum (Tabela 1) tenha aumentado o teor de ferro da dieta do grupo Tuc em relagao
a dieta do grupo Controle (p = 0,001) (Tabela 5), ndo foi encontrada aumento nos
niveis de ferro em qualquer um dos tecidos estudados, incluindo no soro nos
animais do grupo Tuc, em comparacado com o grupo Controle (Figura 13; Tabela 6).
Finalmente, o tratamento dos ratos com dieta suplementada com ferro e contendo
tucum (grupo TucFe) resultou numa redugao significativa de ferro no soro e da
saturagao de transferrina (p = 0,003 e 0,001, respectivamente) (Tabela 6), e, uma
ligeira reducdo da concentragcdo de ferro no figado e no intestino em relagédo ao
grupo Fe (p = 0,069 e 0,095, respectivamente) (Figura 13). Nao houve diferenga no
ganho de peso entre os grupos, no entanto, o grupo Tuc mostrou uma ligeira

reducao no ganho de peso em relagéo ao grupo Controle (p = 0,055) (Tabela 5).

5.2.2 Expressao do gene da hepcidina (Hamp)

Os niveis de mRNA de Hamp determinados por meio da reacado de transcricao
reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase (Figura 14) revelaram que o
grupo suplementado com ferro (Fe) apresentou um aumento de cerca de trés vezes
nos niveis hepaticos de mRNA de Hamp, enquanto os niveis deste transcrito foi
significativamente menor no grupo tratado com dieta adicionada de tucum (Tuc),
ambos em relagéo ao grupo Controle (p = 0,012 e 0,020, respectivamente). A adi¢cao
de tucum na dieta suplementada com ferro (TucFe) resultou na reducéao significativa
dos niveis de mRNA de Hamp no figado dos ratos em relagdo ao grupo Fe (p =

0,023) tornando este valor igual ao grupo Controle (Figura 14).
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Figura 13. Concentragao de ferro no figado, bacgo, intestine, rim, coragédo e cérebro dos ratos tratados
com a dieta para roedores a AIN-93G (grupo CNT, n = 5); dieta suplementada com ferro contendo 350
mg de ferro na forma de sulfato ferroso heptaidrate (FeSO, 7H,0)/kg dieta (grupo Fe, n = 7); dieta
adicionada com 15% de tucum (grupo Tuc, n = 6); dieta suplementada com 350 mg de ferro na forma
de FeSO, 7H,0/ kg de dieta mais 15% de tucum (TucFe, n = 5). Valores representam a média + DP.
(*) diferem do grupo Controle; (#) diferem do grupo Fe pelo Teste T para amostras independentes, P <
0.05.

Tabela 5. Efeito’ do tucum [Bactris setosa Mart.] no consumo dietético, no ganho de peso e na
ingestéo de ferro em ratos tratados com dieta AIN-93G suplementada ou ndo com ferro por 30 dias.

CNT Fe Tuc TucFe

Ingestao Dietética® (g) 573,88 +36,14 512,77 +48,11" 571,49 + 56,52 584,13 + 35,62"

Ganho de peso (g) 104,49 £ 19,20 105,24 + 17,39 82,38 £ 10,76 97,79 + 24,03
Ingestao de ferro (mg) 18,76 + 1,16 116,97 £ 10,97 24,07 +2,38" 123,91 +7,56°
Ingestao do tucum? (9) - - 66,75+ 6,60 68,23 + 3,72

'Os valores representam a média + DP. Grupo Controle (CNT): dieta para roedores AIN-93G (n = 5);
Grupo suplementado com ferro (Fe): dieta para roedores AIN-93G contendo 350 mg de ferro na forma
de sulfato ferroso heptaidrate (FeSO, 7H,0) /kg dieta (n = 7); Grupo tucum (Tuc): dieta AIN-93G
modificada mais 15% de (polpa e casca) (n = 6); e grupo suplementado com ferro e tucum (TucFe):
dieta AIN-93G modificada contendo 350mg de ferro na forma de FeSO, 7H,0 /kg de dieta mais 15%
de tucum (n = 5) (Tratamento: 30 dias). Média com (*) difere do grupo Controle e com (#) difere do
9rupo Fe pelo Teste T para amostras independentes, a < 0,05.

"~ Apresentado como peso seco. Lembrando que o calculo dos 15% do tucum na dieta foi feito com
base no peso umido.
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Tabela 6. Efeito’ do consumo de tucum [Bactris setosa Mart.] nos indices de ferro sérico de ratos
tratados com a dieta AIN-93G suplementadas ou ndo com ferro, por 30 dias.

Parametros de Ferro no soro

CNT Fe Tuc TucFe
Ferro sérico (ug/dL) 103,43519 + 42,16 222,70 + 53,28 * 128,48 + 31,55 74,78 + 13,31 4
CLLF (ug/dL) 265,95901 + 92,97 248,85 + 71,33 275,96 + 43,50 310,31 + 15,84
CTLF (pg/dL) 403,92314 + 24,87 438,45 + 73,60 397,75 + 50,71 385,09 + 17,38
Saturacdo de Transferrina (%) 25,949444 + 11,72 50,72 + 8,65 32,29 + 6,91 19,39 + 3,14 *
Transferrina (mg/dL) 282,7462 + 17,41 306,92 £ 51,52 278,43 + 35,49 269,56 + 12,16

o)
Os valores representam a média + DP. CNT, grupo que recebeu a dieta para roedores AIN-93G (n = 5);
Fe, grupo que recebeu suplementagao de ferro na dieta para roedores AIN-93G, contendo 350 mg iron/
kg de dieta (n = 7); Grupo Tuc recebeu dieta de roedores modificada com 150 g of tucum (polpa e
casca) / kg diet (n = 6); TucFe, grupo que recebeu dieta para roedores com 350 mg de ferro /kg de dieta
mais 150 g de tucum (polpa e casca) / kg dieta (n = 5). CLLF: Capacidade Latente de Ligacao de Ferro;
CTLF: Capacidade Total de Ligagao de Ferro. Média com () difere do grupo Controle e com (#) difere do
grupo Fe pelo Teste T para amostras independentes, a < 0,05.

5.2.1 Expressao do gene da Ferroportina 1 (FPN1) e da Proteina
Transportadora de Metal Divalente 1 (DMT1)

Os niveis de mRNA de FPN1 nao alteraram no figado e no intestino (Figura 14).
Os niveis de mMRNA de DMT1 também nao alteraram no intestino. Ja no bacgo, a
ingestdao de suplementagcao de ferro (grupo Fe e TucFe) demonstrou reduzir dos

niveis de transcrito de FPN1.

5.3 O CONSUMO DIARIO DE TUCUM INDUZIU A EXPRESSAO HEPATICA
DO GENE DO FATOR DE TRANSCRIGAO NRF2 E INIBIU A
EXPRESSAO DO GENE DA CATALASE NO BACO.

5.3.1 Expressao do gene do Nrf2

A suplementacao dietética com ferro aumentou os niveis de mRNA de Nrf2 no
baco e no intestino do grupo Fe em comparagao ao grupo Controle (p = 0,046 e
0,028, respectivamente) e o grupo tratado com tucum apresentou um aumento
destes niveis no figado em relagéo ao grupo Controle (p = 0,000). A adigdo de tucum
na dieta suplementada com ferro resultou em um aumento nos niveis de mRNA de
Nrf2 no figado em relagdo ao grupo Controle e em um ligeiro aumento deste valor
relativo ao grupo Fe (p = 0,034 e 0,061, respectivamente). No bago dos ratos do

grupo TucFe, os niveis de mRNA do Nrf2 foram menores em relagdo aos niveis
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encontrados no grupo Fe (p = 0,042). O efeito supressor do tucum encontrado no
baco na expressdo do gene do Nrf2 induzido pelo ferro ndo foi observado no

intestino destes ratos (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do consumo de tucum nos niveis de transcrito de Nrf2, Ferroportina 1 (FPN1) e
Catalase (Cat) no figado, bago e intestino, Hepcidina (Hamp) no figado e transportador de metal
divalente 1 (DMTT) no intestino de ratos suplementados com ferro dietético. Grupo Controle (CNT):
dieta para roedores AIN-93G (n = 5); Grupo suplementado com ferro (Fe): dieta para roedores AIN-
93G contendo 350 mg de ferro na forma de sulfato ferroso heptaidrate (FeSO, 7H,0) /kg dieta (n = 7);
Grupo tucum (Tuc): dieta AIN-93G modificada mais 15% de (polpa e casca) (n = 6); e grupo
suplementado com ferro e tucum (TucFe): dieta AIN-93G modificada contendo 350mg de ferro na
forma de FeSO, 7H,O /kg de dieta mais 15% de tucum (n = 5) (Tratamento: 30 dias). Unidade
Arbitraria (UA). Os dados foram expressos como média + DP. Médias com (*) diferem do grupo
Controle; (#) diferem do grupo Fe pelo Teste T para amostras independentes, a < 0,05.
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5.4 O CONSUMO DIARIO DE TUCUM INDUZIU A EXPRESSAO HEPATICA
DO GENE DO FATOR DE TRANSCRICAO NRF2 E INIBIU A
EXPRESSAO DO GENE DA CATALASE NO BACO.

5.4.1 Expressao do gene do Nrf2

A suplementacao dietética com ferro aumentou os niveis de mRNA de Nrf2 no
baco e no intestino do grupo Fe em comparagao ao grupo Controle (p = 0,046 e
0,028, respectivamente) e o grupo tratado com tucum apresentou um aumento
destes niveis no figado em relagédo ao grupo Controle (p = 0,000). A adigdo de tucum
na dieta suplementada com ferro resultou em um aumento nos niveis de mRNA de
Nrf2 no figado em relagdo ao grupo Controle e em um ligeiro aumento deste valor
relativo ao grupo Fe (p = 0,034 e 0,061, respectivamente). No bago dos ratos do
grupo TucFe, os niveis de mRNA do Nrf2 foram menores em relagdo aos niveis
encontrados no grupo Fe (p = 0,042). O efeito supressor do tucum encontrado no
baco na expressdo do gene do Nrf2 induzido pelo ferro nao foi observado no

intestino destes ratos (Figura 14).

5.4.2 Expressao do gene da Catalase

Os niveis de mRNA da catalase foram analisados no figado, baco e intestino
dos ratos. A Figura 14 mostra que no bacgo dos ratos que receberam tucum (grupos

Tuc e TucFe), os niveis de mMRNA da Catalase foram menores que aqueles

encontrados no baco dos ratos dos grupos Controle (p = 0,039 e 0,048,
respectivamente). Esta redugdo também ocorreu no grupo suplementado com ferro
que recebeu tucum em relagéo ao grupo Fe (p = 0,014).

No figado e intestino ndo houve alteracdo nos niveis de transcrito de Catalase

em ratos que receberam os diferentes tipos de dietas.
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6 DISCUSSAO

A atividade antiradicalar dos varios extratos foi determinada utilizando o
radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazyl (DPPH) pela adicado de varias concentragdes de
extratos das porgdes comestiveis das plantas do Cerrado a uma solugdo de DPPH’
(0,025 g/L a 0,415 g/L). A porcentagem remanescente de DPPH’ foi avaliada durante
os primeiros 30 min ou no momento em que a estabilidade de decaimento do DPPH’
foi alcangada, ou seja, até a estabilizagdao da As1snm (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER
e BERSET, 1995). A quantidade de extrato necessaria para diminuir a concentragao
de DPPH’ inicial em 50% (ECso) tem sido amplamente utilizada para medir o poder
antioxidante dos frutos (LU e FOO, 2000; FU et al., 2011). No entanto, este valor nao
inclui o tempo da reacdo, variavel fundamental na avaliagcdo da atividade
antioxidante de uma amostra (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995;
SANCHEZ-MORENO, LARRAURI e SAURA-CALIXTO, 1998). Desta forma, o tempo
de reacdo até que a mesma atingisse o0 estado estacionario da concentracdo
correspondente ao ECsy foi também determinado juntamente com o EA das
amostras (frutas, pseudofruto, castanha ou palmito), conforme proposto por
Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998) para caracterizar a atividade
antiradicalar dos extratos. De acordo com a classificacdo de Sanchez-Moreno,
Larrauri e Saura-Calixto (1998), os comportamentos cinéticos das reagdes
observados na presenca dos extratos aquosos ou dos extratos com acetato de etila
das amostras, incluindo dos extratos da macéa, foram intermediarios, pois atingiram
para todas as reacgdes valores de TECsy dentro do intervalo de 1,9-25,4 min (dados

nao mostrados).

Almeida et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidantes de frutas produzidas
e consumidas na regidao Nordeste do Brasil, também utilizando o ensaio com o
radical DPPH’. Comparando-se os valores obtidos naquele estudo com os valores
obtidos no presente estudo, verificou-se que o araticum, a cagaita, o cajuzinho, a
jurubeba e o tucum apresentaram valores maiores (cerca de 4 a 12 vezes maiores)
que o valor encontrado para o murici, fruto que apresentou maior valor de atividade

antioxidante do estudo de Almeida e colabradores (2011).

O teste de DPPH" se baseia na capacidade de reduzir o DPPH’, pelo

mecanismo de doacido de um atomo de hidrogénio de compostos antioxidante que
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possuem —SH, —OH e/ou —NH em sua estrutura, como é o caso dos compostos
fendlicos. Em concordancia com outros estudos (LEONTOWICZ et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2011; SOUZA et al., 2012), a andlise comparativa entre o teor de
fendlicos totais e os parametros obtidos no ensaio com DPPH’ mostraram uma forte
correlacdo positiva entre o teor de fendlicos totais (APENDICE A) e os valores de ET
e EA nos extratos de acetato de etila (r = 0,804, p = 0,000 e r = 0,858, p = 0,000,
respectivamente). Embora a quantidade de fendlicos totais tenha sido maior nos
extratos aquosos, semelhantemente ao observado nas andlises com DPPH’, os
extratos aquosos, apresentaram correlagbes significativas, porém mais fracas (r =
0,668, p = 0,000 e r = 0,339, p = 0,035, respectivamente) do que os extratos com
acetato de etila. Nao foi encontrada correlagao entre o teor de fendlicos totais e o
ECso, 0 que sugere que os valores de ET e EA sao mais apropriados do que os
parametros ECsp € TECso na determinagdo das atividades antiradicalares das
amostras. A forte e significativa correlacdo entre os niveis de compostos fendlicos e
o ET e EA reforga o envolvimento dos compostos fendlicos nas atividades

antioxidantes dessas plantas.

Uma correlagao forte e positiva entre o teor de flavondis totais (APENDICE A)
e a capacidade antioxidante obtido no ensaio com DPPH’ (ET), observada tanto no
extrato aquoso (r = 0,727, p = 0,007) como no extrato acetato de etila (r = 0,632, p =
0,028), sugerem que os flavondis possam ser os principais compostos fendlicos
responsaveis pela atividade antioxidante nas espécies estudadas. Os flavonois séo
uma das maiores subclasses dos flavonéides e incluem as quercetinas, kaempferois,
miricetina e isorhamnetina (MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012).

O araticum, a cagaita, o cajuzinho, a jurubeba, a lobeira e o tucum foram os
frutos que apresentaram, em termos gerais, maior atividade antioxidante em relagao
a maga. No entanto, o tucum se destacou consideravelmente em relagéo ao nivel de
fendis totais do extrato aquoso (APENDICE A) quando comparado a maca, ao
araticum, a cagaita e a lobeira (cerca de 12, 3, 3 e 10 vezes maior,
respectivamente). Neste aspecto, o tucum se sobressaiu pela quantidade de
flavonoides totais, flavonoides amarelos e antocianinas, além de apresentar alta
concentragcdo de vitamina C (APENDICE A). Embora apresente altos niveis de

polifendis em sua composicao, o tucum é um fruto desconhecido em relacdo a sua



60

atividade antioxidante. Que é do nosso conhecimento, esta é a primeira vez que se

investiga a atividade antioxidante do fruto tucum in vitro e in vivo.

No estudo preliminar realizado in vitro sobre a atividade antioxidante de frutos
do Cerrado, foi verificado que o tucum, apresenta maior teor de compostos fendlicos
e atividade antioxidante (AA) mais elevada que a maca vermelha e que diversos
outros frutos do Cerrado (APENDICE A), fruta nativa de regides temperadas, que
apresenta reconhecida alta AA (EBERHARDT, LEE e LIU, 2000; WOLFE e LIU,
2007; FLOEGEL et al., 2011). Afim de verificar se o tucum apresenta AA também in
vivo, foi desenvolvido este estudo em modelo animal, no qual analisou-se o efeito do
consumo diario de tucum (polpa e casca) sobre o estresse oxidativo induzido pela
suplementacéao de ferro, em ratos Wistar.

Semelhante aos resultados obtidos em estudos anteriores (SIQUEIRA et al.,
2012), a sobrecarga de ferro dietético pelo periodo de 30 dias (Tabela 2) resultou no
aumento da concentragao de ferro no figado, bago e intestino (Figura 13), os trés
principais tecidos responsaveis pela homeostase de ferro no corpo. Além disso, a
suplementacgéao diaria de ferro pela dieta aumentou a oxidagéo de lipideos no figado
(Figura 15 — APENDICE B), elevando também a atividade das enzimas
antioxidantes: Catalase e Glutationa-S-Transferase no rim, Glutationa Peroxidase no
intestino e também reduziu a atividade da Glutationa Redutase no cérebro (Tabela 7
- APENDICE B). Estes resultados evidenciaram o efeito oxidante da sobrecarga de

ferro nos tecidos.

Por outro lado, apesar da adicdo de tucum a dieta AIN-93G ter aumentado o
conteudo de ferro dietético (Tabela 5), os ratos tratados com tucum (grupo Tuc)
mostraram uma redugéo dos niveis de ferro no intestino (Figura 13), diminuigdo do
estresse oxidativo no bago e aumento na capacidade antioxidante do soro em
comparacéo ao grupo Controle (Figura 15, 16 e 17 - APENDICE B).

O efeito do tucum sobre a mobilizacdo de ferro, bem como sobre o estado
oxidativo dos ratos foi reforcado pelos resultados encontrados nos ratos
suplementados com ferro alimentados com dieta contendo tucum (TucFe). A adigao
de tucum na dieta suplementada com ferro reduziu significativamente os niveis de
ferro no soro (Tabela 6), induziu uma ligeira redugdo nos niveis de ferro no figado

(p=0,069) e intestino (p=0,095) relativo ao grupo Fe e também anulou as alteragdes
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induzidas pelo ferro sobre as atividades das enzimas antioxidantes no rim, intestino
e cérebro (Tabela 7 - APENDICE B). O consumo de tucum protegeu o figado de
ratos suplementados com ferro contra a peroxidacdo lipidica induzida por
sobrecarga de ferro (Figura 15 — APENDICE B). Esses resultados, associados ao
aumento da capacidade antioxidante sérica dos animais do grupo TucFe, sugerem
que o tucum exerceu atividade antioxidante in vivo por meio da regulagéo dos niveis

de ferro nos tecidos.

O papel adverso de ferro no corpo, como um elemento chave envolvido em
varios processos fisiolégicos, tais como no transporte de oxigénio, transporte de
elétrons na cadeia respiratoria, cofator da sintese de DNA, entre outros, € a0 mesmo
tempo, sua funcdo como catalisador em reacgdes de formacédo de radicais livres,
provavelmente, tornou-se um grande desafio para a evolugdo dos organismos vivos.
Nos mamiferos, varios fatores regulam a homeostase do ferro sistémico, o principal
deles é a hepcidina, horménio sintetizado no figado que regula a absorgcéo e
exportagado do ferro pelos enterdcitos e macrofagos, respectivamente, orquestrando
os niveis de ferro nos tecidos e sua mobilizacdo (NEMETH et al., 2004; GANZ, 2011;
GANZ e NEMETH, 2011). O estado do organismo em ferro, por sua vez, regula a
expressao de hepcidina. Elevadas concentracdes de transferrina biférrica no plasma
sanguineo induz a expressao de hepcidina pelo figado que é secretada na corrente
sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, a hepcidina se complexa com a
Ferroportina, deflagrando a internalizagdo e degradacao desta proteina (NEMETH et
al., 2004; GANZ, 2011). A ferroportina € uma proteina associada a membrana
celular dos enterdcitos e macrofagos do baco, cuja funcéo é exportar o ferro das
células para a corrente sanguinea, desta forma, sua internalizagdo e degradacao
resulta na redugao da exportagao de ferro intracelular para a circulagdo sanguinea
(NEMETH et al., 2004). Os niveis sanguineos de hepcidina também parecem
modular a sintese do transportador de metal bivalente (DMT-1), a principal proteina
de absorgéo de ferro, localizado na membrana apical dos enterdcitos (FRAZER e
ANDERSON, 2003; ANDERSON, FRAZER e MCLAREN, 2009). Outra molécula,
além da hepcidina, que parece estar envolvido na homeostase de ferro no
organismo é o fator de transcricao Nrf2. Varios estudos demonstraram que a
inducdo e ativacdao do Nrf2 aumenta a exportacao de ferro por meio da inducao da
sintese de ferroportina (MARRO et al., 2010; HARADA et al., 2011; OKADA et al.,
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2012). Similar aos presentes resultados observado no figado dos animais que
receberam tucum em que houve um aumento nos niveis de mMRNA de Nrf2 e uma
reducdo nos niveis de transcrito de hepcidina, Harada e colaboradores (2011)
observaram também um comportamento inverso em relagao aos niveis de Nrf2 e os
niveis de hepcidina em macréfagos. Além disso, em hepatdcitos cujo Nrf2 esta mais
ativo, Okada et al. (2012) também verificaram que os niveis de transcrito de Hamp
apresentam uma redugcdo quando comparado aos animais com Nrf2 nulo. No
entanto, este efeito antagbnico do Nrf2 em relacdo a hepcidina parecem ser
indiretos, pois em macréfagos cujo gene Nrf2 estava nocauteado a hepcidina
permaneceu sendo inibida na presenca do ativador de Nrf2, sulforafano no caso
(HARADA et al., 2011).

Além da regulacdo sistémica de ferro, mediada pelos niveis séricos de
hepcidina, a absor¢do e a exportagdo do ferro é também regulada em nivel
intracelular, por meio do sistema IRE — IRP, que regula a traducao da ferroportina e
do DMT-1. A tradugdo do mRNA das proteinas FPN1 e DMT-1 é mediada pelas
proteinas reguladoras de ferro (IRP) 1 e 2, que se ligam ao elemento responsivo ao
ferro (IRE), localizados na porgéo nao traduzida 5" da FPN1 e 3° da DMT1. A ligagao
do IRP ao IRE da FPN1 e do DMT1 na deficiéncia de ferro, reprime a FPN1 e induz
a traducdo de DMT1, enquanto que nas células repletas de ferro, a tradugédo da
FPN1 é ativada e o mRNA de DMT- 1 torna-se instavel e suscetivel a hidrdlise por
RNAses (GALY et al.,, 2008). Desta forma, mesmo existindo outros mecanismos
reguladores da sintese das proteinas exportadoras de ferro celular, como o IRP e o
Nrf2, a hepcidina regula os niveis da ferroportina em nivel pds-traducional, e por isso
pode ser considerado um regulador chave da homeostase do ferro e,
consequentemente, pode ser considerado um hormdnio que age indiretamente como
antioxidante por proteger as células contra o danos oxidativos induzidos por

sobrecarga de ferro.

Apesar deste fino mecanismo molecular que regula a absorgdo de ferro no
intestino, conforme as demandas fisiolégicas, 0 consumo crénico de dietas ricas em
ferro resulta em sobrecarga de ferro (SIQUEIRA et al.,, 2012). Confirmando esta
afirmativa, a suplementagao de ferro promoveu um aumento dos niveis de ferro no
soro, aumento da saturagéo de transferrina, e acumulo de ferro no figado, bacgo e rim

dos ratos no grupo Fe (Tabela 6; Figura 13). Estes resultados podem, por sua vez,
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explicar a indugao de transcrigao da hepcidina no figado dos animais suplementado
com ferro (Figura 14), conforme modelo proposto na literatura (ANDERSON,
FRAZER e MCLAREN, 2009; GANZ, 2011). Além do aumento de transcrito de
hepcidina, os ratos suplementados com ferro também mostraram redugéo dos niveis
de transcrito de ferroportina no baco, o que pode ter contribuido para o acumulo de
ferro neste 6rgao. Esta redugcédo dos niveis de mRNA de ferroportina pode estar
ligado a um aumento do processo inflamatoério nos ratos suplementados com ferro
(LIU et al., 2005; HARADA et al., 2011; WARD e KAPLAN, 2012).

O efeito oposto da suplementacéo de ferro sobre a expresséo da hepcidina foi
observado nos ratos tratados com a dieta contendo tucum. O consumo diario de
tucum inibiu a expressado do gene da hepcidina no figado dos animais do grupo Tuc
(Figura 14). A auséncia de alteragcado nos niveis de ferro no soro e na saturagao de
transferrina em relagdo ao grupo Controle indica que o efeito do tucum sobre a
expressao do gene da hepcidina ocorre por um mecanismo independente dos niveis
de ferro sistémico. O nivel mais baixo de ferro encontrado no intestino dos animais
tratados com tucum (Figura 13) corrobora com a redugéo dos niveis de hepcidina, a
qual permitiu a livre exportacdo de ferro através da membrana basolateral dos
enterdcitos, mediada pela ferroportina poupada da degradagdo. Além disso, a
auséncia de alteracdo nos niveis de ferro do bago e do figado dos ratos Tuc em
relacédo ao grupo Controle, apesar de terem consumido dieta com niveis dietéticos
de ferro mais elevados (Tabela 5), pode ser também explicada pelos niveis menores
de hepcidina que permitiram exportacdo eficiente de ferro pelos macréfagos e

hepatdcitos através da ferroportina.

Outra constatagdo que reforgca o efeito inibidor da sintese hepatica de
hepcidina pelo tucum foi observada no grupo de ratos suplementados com ferro e
alimentados com dieta contendo tucum (TucFe). Apesar de ingerir a mesma
quantidade de ferro do grupo Fe, os ratos TucFe ndo acumularam ferro no bago e
intestino como observado nos ratos Fe (Figura 13). Estes resultados sugerem que o
nivel reduzido de hepcidina do grupo TucFe em relagdo ao grupo Fe (Figura 14)
levou a uma maior mobilizacdo de ferro a partir do bago e intestino em relagao a
encontrada no grupo Fe, posto que, embora os niveis de transcritos de ferroportina
estejam reduzidos como no grupo Fe, os niveis de hepcidina estdo menores do que

o grupo suplementado com Fe (grupo Fe). Assim, os baixos niveis de hepcidina,
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encontrados no grupo TucFe devem ter resultado em uma menor degradagao de
ferroportina e, portanto, na maior exportacdo de ferro relativa ao grupo
suplementado com ferro. Estes resultados reforcam as evidéncias de que o tucum
contém moléculas bioativas, em sua composicado, capazes de modular a expressao

de hepcidina.

De forma semelhante ao tucum, o consumo de uma planta usada na medicina
popular chinesa, Caulis spatholobi, no tratamento da anemia, induziu a redugéo dos
niveis de transcrito de hepcidina (GUAN et al., 2013). Guan e colaboraters (2013)
sugerem que tal planta seja utilizada no tratamento de doencas associadas ao
aumento da expressao de hepcidina, como ocorre na anemia da doenca crbnica. A
reducdo dos niveis de hepcidina observados no ratos que consumiram tucum sugere
que o tucum pode vir a tornar-se um alimento aliado ao tratamento da anemia das

doencas cronicas.

A redugdo de danos a lipideos no figado, mesmo com o aumento dos niveis
de ferro nos animais suplementados com ferro e alimentados com tucum (TucFe), a
reducao de danos a lipideos (grupo Tuc) e a proteinas (grupo TucFe) no bacgo dos
animais tratados com tucum e o aumento da capacidade antioxidante do soro
(FRAP) demonstram a capacidade antioxidante do tucum. Estudos indicam pelo
menos trés mecanismos de ac¢do pelos quais compostos bioativos presentes em
frutas exercem sua atividade antioxidante no organismo. O primeiro mecanismo esta
envolvido com a doagado de elétrons as EROs, transformando-as em moléculas
estaveis. O segundo mecanismo ocorre através da agdo quelante ou modulando a
homeostase de metais de transigdo, como o ferro por exemplo, prevenindo a
producdo de EROs (SIQUEIRA et al.,, 2012). O terceiro mecanismo envolve a
modulacao da expressdo ou atividade de enzimas antioxidantes ou outras proteinas
envolvidas em vias de defesa antioxidantes do organismo (CHEN et al., 2005;
HERMES-LIMA, 2005; SURH et al., 2005; DINKOVA-KOSTOVA e TALALAY, 2008;
ERLANK et al., 2011; BAYRAM et al., 2012). Os resultados preliminares, obtidos in
vitro (APENDICE A), sugerem que o tucum exerce o seu efeito antioxidante por meio
de bioativos que doam elétrons. Além disso, no presente estudo, as alteracdes nos
niveis teciduais de ferro e a modificacido dos niveis de transcrito de hepcidina no
figado sugerem ainda que o tucum possua bioativos que influenciam na homeostase

do ferro, ademais as alteragdes nos niveis de transcrito de Nrf2 e catalase sugerem
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que a prevengao a danos oxidativos exercidas pela casca e polpa do tucum se deve
também pela presencga de bioativos que modulam a via de sinalizagdo e regulagao

do estado oxidativo no organismo.

Alguns trabalhos demonstram que os polifendis sdo capazes de aumentar os
niveis de transcrito de Nrf2 (BAYRAM et al., 2012; BAYRAM, 2012), e os niveis de
proteina do Nrf2 (BALOGUN et al., 2003; SAHIN et al., 2010). O tucum apresenta
uma alta quantidade de polifendis (APENDICE A), no entanto, outros estudos
precisam ser realizados para saber quais compostos foram os responsaveis pelo
aumento dos niveis de transcrito de Nrf2 no figado dos ratos tratados com tucum.
Esse aumento dos niveis de Nrf2 encontrados tanto do grupo sem suplementacgao
de ferro (Tuc) como do grupo suplementado com ferro (TucFe) (p=0,000 e 0,034,
respectivamente) (Figura 14) deve estar relacionado ao papel que o figado
desempenha no metabolismo dos polifendis. Apds serem absorvidos, os polifendis
sdo extensamente transportados para o figado aonde sao biotransformados,
sofrendo neste o6rgéo, sulfatacéo, glucuronidacao, metilagdo e conjugacao de glicina
(ANHE et al., 2013). Trabalhos realizados com amora silvestre, rica em polifendis, e
com extrato da casca de Acanthopanax senticosus Harms, uma planta medicinal
chinesa, também demonstram aumentar os niveis de transcrito e da proteina Nrf2 no
figado de ratos (WANG et al., 2010; CHO et al., 2011).

O Nrf2 é um importante modulador do estado oxidativo corporal, por ser
responsavel pela regulagdo da expressdo de varias enzimas antioxidantes e
detoxificadoras (CHAN e KAN, 1999; SURH et al., 2005). Desta forma, mesmo com
o aumento da concentragao de ferro no figado dos animais suplementados com ferro
que receberam tucum na dieta (TucFe) em comparagéo ao grupo Controle (CNT) (p
= 0,006) esses animais apresentam uma diminuicdo de danos a lipideos quando
comparados ao grupo Fe (p=0,008), sugerindo que o aumento do Nrf2 no figado dos
grupos alimentados com tucum (Tuc e TucFe) possa estar envolvido com a ativagao
de outras moléculas antioxidantes diferentemente das enzimas investigadas no
presente estudos (Figura 14; Tabela 7 — APENDICE B).

O efeito protetor da elevagéo dos niveis de Nrf2 (Figura 14) foi reforgado pela

auséncia de aumento de danos a biomoléculas encontrados no baco e intestino dos
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animais suplementados com ferro (grupo Fe) (Figura 15 e 16 — APENDICE B)
mesmo aumentando os niveis de ferro nestes tecidos em comparagédo com o grupo
Controle (CNT) (p=0,029 e 0,011, respectivamente). O aumento da atividade da
enzima GPx associado ao aumento de transcritos de Nrf2 e o aumento de ferro sem
alteracéo dos niveis de danos oxidativos observados no intestino dos animais deste
grupo (Fe; APENDICE C), sugerem que o mecanismo de protecdo que ocorreu
neste 6rgao possa ter sido mediado pela agao antioxidante da GPx induzido pelo
Nrf2 (BANNING, 2005). A atividade da GPx tem sido associada a diminuicdo da
oxidacdo a lipideos no intestino (JIANG et al.,, 2010; CHAUHAN, OJHA e
MAHMOOD, 2011).

A fim de se verificar o efeito do Nrf2 sobre a expressao da Catalase, foi
dosado os niveis de transcrito de Catalase (CHAN e KAN, 1999). No bagco dos
animais suplementados com Fe (grupo Fe), mesmo com o aumento dos niveis de
Nrf2, nao foram observadas alteragcdes tanto nos niveis de transcritos de catalase
como na atividade desta enzima. Resultados encontrados por Cho e colaboradores
(2011), no figado com amora silvestre e no rim com epigalocatequina-3-galato do
cha verde de ratos (SAHIN et al., 2010) demonstraram que a atividade da Catalase
também permaneceu inalterada mesmo tendo aumentado a expressao de Nrf2
nestes 6rgaos. Ja no bago dos animais alimentados com tucum (Tuc e TucFe), ainda
que nao alterando os niveis de transcrito de Nrf2 em relagdo ao grupo Controle, foi
verificado uma redugdo dos niveis de transcrito de catalase sem alteragdo da

atividade desta enzima.

A NADPH oxidase é uma familia de enzimas associadas a membrana que
sao responsaveis por catalisar a produgao de superoéxido (Oy") pela transferéncia de
um elétron para o oxigénio molecular, utilizando o NADPH como doador de elétron.
O aumento da atividade da NADPH oxidase aumenta a produgédo de superoxido, o
que tem papel fundamental na morte de micro-organismos invasores nos fagocitos,
mas também pode causar danos a tecidos. No baco dos animais que receberam
tucum verificou-se uma tendéncia a diminuirem a atividade da NADPH oxidase
(p=0,054) (Tabela 7 - APENDICE B). Pearson et al. (2008) demonstrou que a
presenca de resveratrol, um polifenol presente na uva, quando presente na dieta de
ratos conseguiu reverter o aumento da atividade da NADPH oxidase causada pela

ingestdo de alta caloria dietética. No coragdo, o tucum associado ao ferro (grupo
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TucFe) também conseguiu reduzir os niveis de NADPH oxidase quando comparado
aos animais suplementados com Fe. Octavia et al. (2012) defendem que o aumento
da atividade de NADPH oxidase € o maior responsavel pela insuficiéncia cardiaca
induzida pelo estresse oxidativo. Esta enzima tem sido considerada a maior fonte de
producdo de espécies reativas de oxigénio no miocardio e fibroblasto (OCTAVIA,
BRUNNER-LA ROCCA e MOENS, 2012). Desta forma, o efeito protetor do tucum
pode também estar associado a capacidade de induzir a redu¢cdo de producao de
superoxido no coracao dos animais tratados com Tucum e suplementados com Fe
(TucFe).
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7 CONCLUSOES

7.1 ESTUDO IN VITRO

Os frutos: araticum, cagaita, cajuzinho, jurubeba, lobeira e tucum,

apresentaram atividade antioxidante maior que o da maga vermelha.

Com excegado da lobeira e da castanha do baru, o extrato aquoso destas
plantas apresentaram maior atividade antioxidante do que o extrato com

acetato de etila.

Existe uma correlagdo positiva entre a atividade antioxidante (DPPH) e a

quantidade de fendlicos totais dos frutos.

7.2 ESTUDO IN VIVO

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que:

O consumo diario de tucum (Bactris setosa Mart.), na proporgao de 15% da
dieta, reduz o estresse oxidativo induzido pelo ferro, em tecidos de ratos;
O consumo do tucum pode inibe a expressdo génica de hepcidina hepatica,

em ratos;

Um ou mais compostos presentes na composicdo do tucum induz a

expressao génica do fator de transcrigao Nrf2, no figado de ratos;

O efeito antioxidante principal do tucum, parece estar associado ao aumento
da mobilizacdo de ferro nos tecidos de armazenamento, mediada pelos

baixos niveis de hepcidina.

A ingestdo do tucum também esta envolvida com a ativacdo de genes

envolvidos com a defesa antioxidante.
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8 PERSPECTIVAS

O Cerrado deve ser mais valorizado, preservado e estudado, j& que abarca
inumeras espécies que podem tornar-se Uteis ao ser humano, na alimentacdo, na
prevencao e no tratamento de inUmeras doengas.

Dentre essas espécies que apresentam beneficios, se destaca o tucum-do-
Cerrado, um fruto pouco conhecido na literatura e que de acordo com os presentes
resultados, merece ser melhor pesquisado tanto utilizando modelos animais como
em humanos. Além de ter apresentado biomoléculas envolvidas na defesa
antioxidante, o seu efeito inibitério na expressao do gene da hepcidina faz dele um
fruto que pode vir a tornar-se um alimento aliado ao tratamento da anemia de
doenca crénica, na prevencio de doengas cronicas e na desaceleragdo do processo

de envelhecimento.
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Brazilian Savanna Fruits Contain Higher Bioactive
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Abstract

The bioactive compounds content and the antioxidant activity (AA) of twelve fruits native to the Cerrado were compared
with the Red Delicious apple by means of the antiradical efficiency (using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil assay/DPPH),
ferric reducding antioxidant power (FRAP) and the B-carotene/linoleic system. The antiradical efficiency (AE) and the kinetic
parameters (Efficient concentration/ECsy and time needed to reach the steady state to ECsy concentration/TECsg) of the
DPPH curve were also evaluated for comparison with the Trolox equivalent (TE) values. A strong, significant and positive
correlation was observed between the TE and AE values, whereas a weak and negative correlation was observed between
TE and ECs,, suggesting that the values of AE and TE are more useful for the determination of antiradical activity in fruits
than the widely used ECs,. The total phenolic content found in the fruits corresponded positively to their antioxidant
activity. The high content of bioactive compounds (flavanols, anthocyanins or vitamin C) relative to the apple values found
in araticum, cagaita, cajuzinho, jurubeba, lobeira, magaba and tucum corresponded to the high antioxidant activity of these
fruits. Flavanols and anthocyanins may be the main bioactive components in these Cerrado fruits. The daily consumption of
at least seven of the twelve Cerrado fruits studied, particularly, araticum, cagaita, lobeira and tucum, may confer protection
against oxidative stress, and thus, they may prevent chronic diseases and premature aging. The findings of this study should
stimulate demand, consumption and cultivation of Cerrado fruits and result in sustainable development of the region where
this biome dominates.

Citation: Siqueira EMdA, Rosa FR, Fustinoni AM, de Sant’Ana LP, Arruda SF (2013) Brazilian Savanna Fruits Contain Higher Bioactive Compounds Content and
Higher Antioxidant Activity Relative to the Conventional Red Delicious Apple. PLoS ONE 8(8): e72826. doi:10.1371/journal.pone.0072826

Editor: Tianzhen Zhang, Nanjing Agricultural University, China
Received February 14, 2013; Accepted July 12, 2013; Published August 21, 2013

Copyright: @ 2013 Siqueira et al. This is an open-access articdle distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: The authors acknowledge financial support from Fundagao de Apoic a Pesquisa do Distrito Federal (FAPDF) and Universidade de Brasilia (UnB). The
funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

* E-mail: sandrafarruda@gmail.com

Introduction determined the selection of species resistant to oxidative stress in
the Cerrado.

Several studies have detected high antioxidant activity (AA) in Plants adapted to the adverse soil and dimatic conditions of the
fruits conventionally produced and consumed in regions of Cerrado may have developed efficient molecular mechanisms of
temperate climate and ferdle soil, such as apples and grapes
[1.2] and this high andoxidant activity has been attributed to the
high flavonoids and phenolic compounds found in these fruits [3].

However, few studies have evaluated the AA of fruits grown in an

defense against the free radicals during their evolutionary
processes. These mechanisms of defense against oxidative stress

mainly take the form of bioactive compounds, especially antiox-

idants, and although they usually occur in small quantities in the
plants, they may exert multiple actions in the human body as

antioxidants, antihypertensives, anti-inflammatories or antimuta-

arid climate and acid soils, such as the Cerrado biome, the

Brazilian savanna that houses a great Lli\'rmil}' nfplanl ﬁ])ﬂ'i('s.
Thn" (::E'lfildll is distinguished by ||igl‘1 plant di}’rrwil}: \villvl genics, among others [6,7.8,9,10].
L1046 species of phanerogams [4], of which approximately 40%

- . R i : X The purpose of this study was to evaluate the bioactive
are endemic [3]. The hot, semi-humid, seasonal climate with rainy

compounds content and the AA of the ethyl acetate (EtOAc)

summers and dry winters along with the poor, deep soil and and water extracts of twelve native edible portions of the Cerrado

periodic fires were probably responsible for the enormous diversity
of plant and animal species in this biome. Our hypothesis is that
the adverse abiotic factors, such assoil m“ldil}x the excessive
exposure o sun light and fequent fire during the dry season in
addition to the constant presence of opportunistic pathogens

PLOS ONE | www.plosone.org

produced and consumed in the central region of Brazl in
comparison to the Red Delicious apple.

Studies on the antioxidant activity of the Cerrado fruits should
be encouraged, once the discovery of new sources of antoxidants
can provide the development of new drugs by the pharmaceutical
industry. In addition, this study may also add commercial value to
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the native flora of this biome, as an alternative to the sustainal
df‘vnﬁl(‘;pn’u‘nl of this u'gimn and I('git':u‘a whaose climate is similar to
the Brazlian Savanna.

Materials and Methods

Chemicals

The following chemicals were used in this study: 2.6-dichlor-
oindophenol (DTT), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), 2,20-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic  acid) [ABTS),
droxy-2,5,7. B-tetramethyl  chroman-2-carboxylic  acid (Trolox)
and 2,4,6-tris(2-pyridyl}-S-triazine (TPTZ). All solvents/chemicals
used were of analvtical grade and were obtained from Merck, Rio
de Janeiro, Brazil, or Sigma-Aldrich or Sigma Chemical Co., Sio
Paulo, Braxil.

6-hy-

Fruits

Ti‘lf' RiEll'[l[)lif.‘i [Jr llliv' Ri)d Dl'lil"i“uh‘ a})}"lf" (;"’fﬂiyj f!f)mfﬁliﬁﬂ) were
obtained in the local market of Distrito Federal, Brazil from three
ent distributors. The samples of edible portions of twehe
ies native to the Cerrado (minimum of 1 kg fesh weight of
cach speciel araticum {Annona crassiffora Mard); bare (Dipteryx alata
Wog.): cagaita [Eugenta dysenterica DO_); cajuzinho [Anacardiem hunule
St. Hil.); guariroba [Syagrus eleracea (Mart.) Becce.); inga (fuga lauring
Willd.); jatobad (Hymenaea stgonocarpa Mart.), jenipapo [Genipa

americana L) jurubeba (Solanum paniculatum L) lobeira (Solanwm
grandiflorum Ruiz & Pav)); mangaba (Hancornta specivsa Gomes) and
tucum (Bactris selosa Mart) were collected in the Conservation Area:
Ecological Station of the University of Brasilia or in Agua Limpa
Farm (FAL). The national manager of this Conservation Unit
belongs to the own University of Brasilia, Brazl. The permission
was issued by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)/Ministério do  Meio
Ambiente (Authorization N° 9/2012, IBAMA/Ministério do
Meio Ambiente).

Extraction

The extracts of the edible portons of the native species were
obtained aL"L'n'JIdiug to the method of Siug]l et al. (QUOQ} [1 l'ﬂ‘ The
palm of guariroba and all fruits were peeled, except for apple,
cagaita, cajuzinho, jurubeba and tucum. Briefly, approximately
12,5 g of the edible portions of each sample were added to 50 mL
of the solvent (water or 100% ethyl acetate) and homogenized in a
shaker (125 rpm) at 30°C for 1 h. The extracts were filtered under
vacuum through JP41 filter paper for the removal of remaining
particles and the residues were re-extracted with 50 mL of the
same solvent and fltered under the same conditions. The extracts
were pooled and when necessary, they were concentrated under
vacuum at H1°C and stored at 70°C. The extractions were done in
triplicate. The entire procedure was conducted in the dark.

Determination of Moisture Content

Samples of the frozen fruits (12 g} were macerated in a mortar
using liquid nitrogen and a porcelain pestle and gradually freeze-
{‘il"lf’,(i .111 a LiE’Jll‘J’) Ll D 1 l}t’[]}’%liliéf"l » Sﬁl‘l lel.lll']? B] aiﬂ‘ T]if'
moisture content was defined as the difference between the dry
weight and the wet weight and was expressed as the percentage off
wel fruit.

Determination of Bioactive Compounds

The total polyphenols in the ethyl acetate and aqueous extracts
were determined an‘r:)rdil'lg to the method Ul-_]'ayapi akasha et al.
[2001) [12]. The extracts were dissolved in methanol (Merck). The
samples (0.2 mL) were mixed with 1.0 mL of 10-fbld diluted Folin-
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incalteu reagent and 0.8 mL of a 7.5% sodium carbonate
solution. After the mixture had been allowed to stand for 30 min
at room temperature, the absorbance was measured at 765 nm
using a UW-visible spectrophotometer (Shimadzu, model UV-
1800, Japan). The estimation of the phenolic compounds in the

+d

extracts was performed in triplicate and the results were expres
as mg of tannic acid equivalents (TAE) per 100 g of fresh fruit.
Total anthocvaning and vellow flavonoids were determined
accor dil‘lg to the method of Francis [1 9!‘!2) [1 3]‘ BIi:‘ﬂ)ﬂ, 5 @ of each
fruit were extracted with 15 mL of 93% ethanol and 1.5 mol/L
HCI1(85:15) solution, and the absorbance was measured at 535 nm
Elllli at ‘%74' nm l‘”l' Elllllll'][‘y;lllill‘i Elllli yi"lll.l‘«‘v ﬂElVUlll'J‘lliS? 1{"5])(’,\["'
tively. The concentration was determined using the following
equations: Asasny, X dilution factor/98.2 and Agyyny, x dilution
factor/76.6 for anthocyanins and yvellow flavonoids, respectively.

The concentration of total lavanols was determined using the p-
dimethylaminocinmamaldehyde (DMACA) method described by
Arnous et al. (2001) [14]. Briefly, 200 pL. of each extract were
added 1o 1 mL of the 0.1% DMACA in 0.1 mol/L. HCI in
methanol and homogenized in a vortex; after 10 min at room
temperature the absorbance was measured at 640 nm. Seven-
puiml standard curve was constructed u.‘iing a l‘EllE"‘('iLl.ll'l standard
solution in a linear concentration range from 2.7 to 43.0 pg/ml.
The total flavanols content was expressed as mg catequin
equivalents/ 100 g of [resh fruit.

The vitamin C content of each fresh juice, obtained by pressing
well-pulped  fruit and filtering, was determined using the 2,6-
dichlorophenol-indophenol (DCIP) titration method, according to
the AOAC procedure [153]. The ascorbic acid concentration was
calculated hy L'l'JI'['I[)ZlIi‘i(Jll with the standard solution of ascorbic
acid (1 mg/mlL) and the results were expressed as mg ascorbic/
100 g of fresh weight.

Total carotenoids were extracted and quantified using the
method described by Rodrigues-Amaya (2001) [16]. About 5 g of
each sample were added to 20 mL of acetone, and homogenized
in a shaker (125 rpm) for 1 h. The extracts were filtered under
vacuum through JP41 filter paper. Solid residue was re-extracted
with 20 mL of the same solvent and [ltered under

the same
conditions. This procedure was repeated two more times. The
extracts were pooled and added to 40 mL of petroleumn ether; the
mixture was washed with three volumes of 300 mL of water to
remove acetone. The petroleum ether phase was removed and the
final volume was brought to 50 mL. The absorbance was
determined at 450 nm, and the carotene quamlily was calculated
using the Al* 450 nm = 2,592, The results are expressed in pg B-
carotene/ 100 g of fresh fruit.

Measurement of antioxidant activity

Free Radical Scavenging Assay (DPPH). The antiradical
activity was determined according to Brand-Williams et al. (1995)
[17] and modified Sinchez-Moreno et al. [1#] methods, which are
based on the quantification of free radical scavenging. A methanol
solution containing 2.5 mg DPPH’ per 100 mL was prepared. A
100 pLL aliquot of each of each extract (five dilferent concentra-
tions were used, ranging from 300 to 3000 ppm) was added to
2.9 mL of the DPPH’ solution. The decrease in the ahsorbance at
517 nm (As7) of dilferent concentrations of each extract was
measured in a Spectronic Genesys 2 instrument (Milton Roy) at 30
sec intervals until the DPPH absorbance stabilized. The steady-
state of the DPPH’ decay reaction in the presence of the extracts
was established as the point at which the slope of the decay curve
was = |, ie., (DPPH" remaining) — [DPPH-H remaining)/t — ({ —
1) = 1, where t = time of the Ag); detection. The antioxidant
activity was expressed as the concentration of edible portions
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required to reduce the original amount of DPPH" to 50% (ECs)
and the value was expressed as g fruit, nut or palm/kg DPPH".
The antiradical efficiency [AE) of each extract was also calculated
by the equation (1 / EC;5, TEC;.), in which TECs, corresponds to
the time of stabilization of EC5q according to Sanchez-Moreno et
al. (1998) [18]. The antiradical activity was also expressed as a
Trolox equivalent. The assays were conducted in triplicate and the
results were expressed as the mean values * standard deviation
(SD).

Ferric Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP). The
antioxidant activity of each extract was estimated via a FRAP
assay according to the Benzie and Strain (1996) [19] method with
modifications. Briefly, the FRAP reagent was freshly prepared by
mixing solutions of 0.3 mol/L acetate buffer (pH 3.6), 10 mmol/L
2 4. 6-triazine-tripyridyl in 40 mmol/L hydrochloric acid and an
aqueons solution of 20 mmol/T. ferric chloride in a 10:1:1 ratio
and then incubating the mixture at 37°C for 30 min. Subsequent-
Iy, 900 pL of FRAP reagent was mixed with 30 pL of fruit extract
and 90 pl. of deionized water. A tube containing the FRAP
reagent was used as a blank solution and the absorbance at
595 nm was measured after 4 min of reaction. Aqueous solutions
of known Fe (IT} concentrations in the range of 100—2000 pmol/L
(FesSOy) were used to generate a calibration curve. The total
extracts were assayed in triplicate and the mean values were
expressed in pmol Fe per g of fruit. The results were expressed as
the mean values * standard deviation.

ff-Carotene/linoleic System. The antioxidant activity of
each extract was estimated spectrophotometrically based on the p-
carotene discoloring induced by the oxidative degradation of
linoleic acid described by Jayaprakasha et al. (2001) [12] and
modified by Singh et al. (2002) [11]. All of the determinations were
conducted in triplicate. The decrease in the absorbance of each
extract was measured at 15 min intervals for a total of 180 min
The antioxidant activity (AA) of the extracts was estimated by the
formula AA = 100[1 — (4y — AY/(A°% — A°)]. where Ay and A%,
are the absorbance values at 470 nm measured at the zero
and 4,
and A° are the absorbance values measured for the test sample
and control, respectively, after incubation for 180 min, according
to Singh et al. {(2002) [11]. The results were expressed as the %
inhibition of the B-carotene oxidation reaction/ g fruit, nut or palm
(dry matter).

Statistical Analysis.
used to make comparisons between the mean values of the two

incubation time for the test sample and control, respective

The T test for independent samples was

extracts of each fruit and between the mean values of each fruit
and of apple. The correlation between the values of the bioactive
compounds and the antioxidant activity as well as between the
Trolox values and each parameter of DPPH were analyzed using
the Pearson test. The analysis was performed using the SPSS
Statistics 17.0 program, SPSS Brazil Lida. Significance was
defined as p<<0.05 and the variables are presented as the mean
= 8D.

Results and Discussion

A large number of studies have established the apple as a fruit of
high antioxidant activity. Previous study showed that 100 g of
fresh apples have an antioxidant activity equivalent to 1,500 mg of
vitamin C, suggesting that natural antioxidants from this fruit
could be more eflective than a dietary supplement [20]. Sun et al.
(2002} [2] investigating the profiles of total phenolics, including
both soluble free and bound forms in eleven commeon [ruits from
United States of America found that with exception of cranberry,
apples had the highest total phenolic content and total antioxidant

PLOS ONE | www.plosone.org

89

Brazilian Fruits Have Antioxidant Power

activity compared to the other common fruits (for review see
reference [21]). Floegel et al. (2011) [1] studying the fifty most
popular antioxidant-rich foods in the United State diet identified
the apple as one of the top ten foods according to their antioxidant
capacities. Wolfe et al. (2008) [22] found that among filicen [ruits
commonly consumed in the United States, the apples were the
largest contributors of fruit phenolics in the American diet, and
beside of the strawberries they were the biggest suppliers of cellular
antioxidant activity.

Thus, considering the ample evidence in the literature about the
antioxidant activity of apples, in the present study, the Red
Delicious apple (fresh, with pods) was used as standard fruit with
high antioxidant activity to compare with twelve fruits commonly
consumed in the Cerrado, a brazilian savanna.

Bioactive compounds of Fruits

Total Phenolic Contents of Fruit Extracts. In addition to
the apples obtained in the local market, twelve samples ol fruits,
nut or palm native to Cerrado that grow in two states of Brazil's
midwest region, Minas Gerais and Goids and Distrito Federal,
were included in this study. Some of them, such as baru, have an
important economic role, both in the local market and interna-
tionally. The moisture content, expressed as a percentage of the
fresh fruit and total phenolic compounds, expressed as mg TAE/
100 g fruit, mut or palm (dry matter), were determined in the
aqueous and EtOAc extracts of the edible portions of the samples
and the results are presented in Table |. The majority of the edible
portions of the plants, including the apple, exhibited moisture
contents between 70 and 93%: however, a moisture content value
below 7% was found in jatoba pulp and in the baru nut.

The levels of phenolic compounds found in the aqueous extract
of apple with peel were higher than the levels found in the EtOAc
extract (Table 1). These values have been reported to be within the
range of 110 to 357 mg/100 g for apple extracts [2,20,23,24]. The
aqueous extracts of eight fruits (araticum, cagaita, cajuzinho, ingd,

Jjenipapo, jurubeba, mangaba and tucum) and the EtOAc extracts

of four fruits {araticum, jenipapo, lobeira and tucum) contained a
higher level of phenolic compounds than the respective apple
extracts. Notably, the total phenolic contents found in the aqueous
extracts of tucum, ingd, jurubeba, cagaita and araticam were 12.2-
, 5.5+, 4.9-, 4.4- and 4.0-fold higher than that of the aqueous apple
extract, respectively. Additionally, the EtOAc extract of lobeira
had a total phenolic content approximately 8-fold higher than that
of the EtOAc apple extract (Table 1). Except for lobeira, the
aqueous extracts of the other fruits studied exhibited higher total
phenolic contents than the EtOAc extracts. The phenolic contents
of six of the twelve studied fruits of the Cerrado (araticum, cagaita,
inga, jenipapo, jurubeba and tucum) exceed the values reported in
previous studies for conventional fruits [2] and for native fruits of
northeast Brazil [25].

Total flavanols, yellow flavoneids, anthocyanins, vitamin
C and total carotenoids contents of samples extracts. The
is of the total flavanols content showed that two

comparative analys
fruits of the Cerrado, araticum and tucum, had levels 15 to 19-
fold greater than the Red Delicious apple (Table 2). With regard to
the vitamin O content, samples of cagaita, cajuzinho, lobeira,
mangaba, and tucum showed higher levels compared to the Red
Delicious apple (Table 2).

Five of the twelve studied fruits, cagaita, jatobd, jurubeba,
lobeira and tucum showed the highest levels of vellow Navonoids,
and these values were 1.5, 4.0, 9.0, 7.0 and 8.0 dmes higher than
the value obtained for Red Delicious apple, respectively (Table 2).
Although these fruits showed high levels of vellow flavanoids
relative to the apple, values even higher, ranging between 65 and
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fruits native to the Brazilian Cerrado expressed as dry matter.
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Table 1. Moisture content and total phenol concentration of the ethyl acetate (EtOAc) and aqueous extracts of apple and twelve

Total phenols (mg/

Common name Species Moisture (%) 100 g) Total phenols (mg/100 g)
EtAOc Aqueous
Apple Malus domestica Borkh. 84.2 151+26 273+15%#
Araticum Annona crassiflora Mart. 70.0 580+143" 1,095+ 159~#
Baru Dipteryx alata Vog. 48 60" 53+ HER
Cagaita Eugenia dysenterica DC. 92.8 200+33 1203537 ###
Cajuzinho Anacardium humile St. Hil. 85.1 111+29 455+ 55" ##
Guariroba Syagrus oleracea (Mart.) Becc. 79.5 5+1° 18548 ##
Inga Inga laurina Willd, 74.7 34+6" 1,506+ 55" " ###
Jatoba Hymenaea stigonocarpa Mart. 6.6 517 59+ 7 ##
Jenipapo Genipa americana L. 81.1 651+617" 1,015+62""##
Jurubeba Solanum paniculatum L. 71.9 94+9" 13524226 ##
Lobeira Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. 723 1,166+98™" 344+ 51###
Mangaba Hancomia speciosa Gomes 843 11321 8424607
Tueum Bactris setosa Mart. 779 s54p+92" 3,343+ 664" FF#

doi:10.1371/journal.pone.0072826.t001

200 mg/100 g of fresh matter, were found in seven tropical fruits
consumed in Brazil, agai, carnaiba, jaboticaba, jambolao, jugara,
murta and puca preto [26].

Regarding to total anthocyaning content, tucum showed the
highest content, 35-fold greater than the value found in the Red
Delicious apple (85.17+6.48 versus 2.35+0.41 mg/100 g). High
anthocyaning content was also observed in three Cerrado fruits,
cajuzinho, jurubeba and jatobd compared to Red Delicious apple
(Table 2). The levels of anthocyanins found in tueum were similar
to the levels found in agai, jambolio and puga-preto, which are

Means + SD (h = 3) followed by * **, *** are significantly different from values obtained for apple and followed by #, 44, #4# # are significantly different from EtOAc
extract ("" p=0.05; " * p<0.01; "TFFF p< 0,001; T test, independent samples.

three of the eighteen tropical fruit studied by Rulino et al. (2010)
[26]. Those three fruits also have purple color as tueum,

In the present study, among all samples analyzed, the tucum
seems to be the highlight, as an excellent source of hioactive
compounds such as flavanols, yvellow flavonoids, anthocyanins and
vitamin C, compared to other samples, including the Red
Delicious apple.

Considering the direct relationship between the total phenolic
content and the antoxidant activity (AA) widely reported in fruits
and vegetables [1,2], the high phenolic contents found in the

PLOS OME | www.plosone.org

Table 2. Bioactive compounds (mg/100 g of fresh matter) of apple and twelve fruits native to the Brazilian Cerrado.
Bioactive compounds
Total flavanols Yellow flavonoids (mg/ Total anthocyanins Vitamin C Total carotenoids
Fruits (mg catechin/100 g fruit) 100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg P-carotene/100 g)
Apple 37.06+2.64 5212+ 0896 2.354+0.410 26.55+3.79 0.140+0.028
Araticum 549.19+2212" 4.584+0613 0.855+0.105" 7.88 +158 0.354+0.042"
Baru 0.28+0.05" 5.056+0296 1.974+0.157 0.22+0.00 0.100+0.009
Cagaita 2554038 8.038+1277" 0.468+0.047" 64.10+6.39" 0.716+0.089""
Cajuzinho 11.37+041"" 5.597+0889 6.905+0.453"" B9.44+5.86"" 0.288+0.048"
Guariroba 3834013 4.088+0.199 0.389+0.030" 477+2.07" 0.021+0.005"
Ingd 26.18+2.38™ 3.047+0452 0.559+0.042" 20.19+3.36 0.056:+0.003™
Jatoba 9612066 22.585+0.9107 3.441+0.400 0.40+0.17 0.749+0.128™
Jenipapo < LD 7.832+0435" 0.219+0.050" 1218+2.11% 0.038+0.003"
Jurubeba 256+0.26"" 48.228+5.328™" 4.653+0.105" 12.95+3.24" 1.362+0.153™"
Lobeira < LD 35.123+3.866 0.195+0.019™ 55.36+3.26" 0.057+0.005
Mangaba 2362046 6.5160291 0.294+0.032" 73.41+15.818" 0.359+0.010™"
Tucum 717.56+5067 42.254+21117 83.171+6.485 7837+15.828" 0.148+0.020
Means = SD (n = 3) followed by *, **, *** are significantly different from Red Delicious apple values (" p=/0.05; © p<<0.01; "™ p=t 0.001; T test, independent samples.
<LD: detection limit.
doi:10.1371/journal.pone.0072826.t002
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edible portions of Cerrado [ruits suggest that they have higher AA
than apple. To investigate this hypothesis we analyzed the
antioxidant activity in these samples by using three methodologies.

Free Radical Scavenging Activity of the Extracts Using the
DPPH Assay.
has been determined using the free radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) by the addition of various concentrations
of edible portions extracts to DPPH" (0.025 g/L to 0.415 g/L).
The percentage of remaining DPPH’ was determined at 30 min or
the time at which a steady state of DPPH’ was reached based on
the absorbance at 515 nm Brand-Williams et al. (1993) [17]. The
amount of extract required to decrease the inital DPPH’
concentration by 50% (EC
the antioxidant power (free radical scavenging) of fruits [26,27]:

The antiradical activity of various extracts fruits

)) has been widely used to measure

however, this value does not take the reaction time into account.
Thus, we also determined the reaction time needed to reach the
steady state at the concentration corresponding to ECs along with
the AE of the sample (fruits, nut or palm), a new parameter
proposed by Sanchez-Moreno et al. (1998) [18] to characterize the
antiradical activity of extracts. The free radical scavenging
capacity was also expressed as pumol Trolox equivalent (TE)/g
and the results are presented in Table 3.

According to the classification of Sanchez-Moreno et al. (1998)
[18]. the kinetic behaviors of the reactions ohserved for both
aqueous and EtOAc extracts of all studied edible portions,
including apple, were intermediate, as the TECs, values for all
reactions ranged between 1.9 to 25.4 min (data not shown). Except
for lobeira and baru nut, the aqueous extracts of most species
exhibited higher antiradical activity values than the corresponding
EtOAc extracts as measured by Trolox equivalent (TE) or by
antiradical efficiency (AE) and lower values of EC;y (Table 3),
following the same trend observed for the concentration of the
phenolic compounds.

according to Sanchez-Moreno et al. (1998).
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To identify the relationship between the three kinetic DPPH
parameters (ECs5q, TECs; and AE, obtained by the kinetics of the
extract and DPPH) and the
ssed as the Trolox equivalent (TE), a
comparative analysis was performed using a Pearson correlation

reactions containing the f{ruit

antiradical activity expr

test. A strong and significant positive correlation was found
between TE and AE in both the aqueous (r =0.869 and p = 0.000)
and EtOAc {r=0.885 and p<<0.000) extracts of the fruits, while a
weak negative correlation was found between TE and EC5 (r =
—0436. p=0.006 and —0.345, 0.031, respectively). No correla-
tion was found between TE and TECs,.

Five EtOAc extracts and five aqueous extracts of the Cerrado
fruits showed higher antiradical activity than the respective apple
extracts as determined by the TE and AE parameters. Surpris-
ingly, the TE and AE values of in the lobeira EtOAc extract were
approximately 10- and 40-fold higher than those of the EtOAc
apple extract, respectively. The antiradical activity measured by
these two parameters (TE and AE) in the EtOAc extracts of
araticum, tucum and cagaita also exceeded (approximately 8- and
15-, 7- and 10-, 3- 7-fold
corresponding values in the EtOAc extract of apple. Additionally,
the as determined by the TE and AE
parameters in the aqueous extracts of araticum, cagaita and tucum
were 7-and 11-, 7- and 18-, 8- and 6-fold greater than the TE and
AE of the aqueous extract ol apple, respectively. The aqueous and

and higher, respectively) the

antiradical activitie

EtOAc extracts of araticum, cagaita, cajuzinho, lobeira and tcum
had EC5; values 3.5-fold to 40-fold lower than other
nontraditional tropic

studied

al fruits from Brazil [26], demonstrating their
high antioxidant activity.

The comparative analysis between the total phenclic content
and the DPPH parameters showed a strong positive correlation
between the total phenolic content and the values of TE and AE in
the EtOAc extracts (r=0.804, p=0.000 and r = 0.858, p=0.000,

n‘l;p(‘('li\'vly) In the aqueous extracts, both correlations were weak

Table 3. The free radical scavenging capacity (DPPH) in the EtOAc and aqueous extracts of the fruits expressed as the Trolox
equivalent (TE), the concentration of antioxidant required to reduce the original amount of DPPH’ to 50% (ECsp), and the
antiradical efficiency (AE) estimated by the equation (1/ECs,.TECsg) in which TECs, corresponds to the time of stabilization of ECsg

Aqueous

EtOAc extracts extracts
Common Trolox ECso TECso AE Trolox ECso TECsq AE 1/
name pmol/g fruit 10°. (g/kg DPPH) min 1/EC5,.TECs, (umol TE/g fruit) 10°. (g/kg DPPH) min EC NEC.,
Apple 6.5+06 123.2+11. 19.7+1.1 0.4+0.1 9.4+03%# 847+29%# 18.1+2.4 0.7+01%#
Araticum 543+7.6 14.9+2.0" 125+19"  6.0+15" 67.3+135 122426 11.5+0.5" 8.2+08™"
Baru 0.8+017 1,0218+86.8 54+037  02+00 0640177 14709420247  10.5+0.8FFF 0.1+007##
Cagaita 2158147 3714247 94+04"  29+037 72720 F#F 109+£0.3"### 69+03"## 1324107 ###
Cajuzinho 93+1,3" 86.5+13.2 13.1+£06"  09+02" 26.5+6.6 % 310677 ##F 70+02"### 48+14"#
Guariroba = DL < Dl <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Ingd 2.6+00" 303.2+0.8™ 109+£19"  03+01 62+0.7"# 1304+17.1°## 24.1+1.9"## 0.3+00"
Jatoba 02+01" 3,7604+1299.4°  254+164  0.0+00" 17400 ## 4543+37# 95+3.1" 03+017##
Jenipapo 0.8+017 941.8+£60.4" 2000  05+00 09+0.0"" 887.4106 19+01™ 0.6+00
Jurubeba 1.8+00" 449.5+1.0"" 20+00"  11x00” 26.8+05 "H## 297+05 ### 129+05%## 264017 ##
Lobeita 66.8+14.07 123426 51+03"" 163+25"" 7.9+39%# 115.2+4417" 92+19™# 1.2+02™##
Mangaba 42+00 187317 128+08"  04+00 82405 "## 97.3+6.6F## 159432 0.7+01%
Tucum 506+2.6 158408 18.6+6.3 43+11" 75.3+109 % 108+1.6" FF 221433 46+02""

Means = 5D (n =
extract (** p=<c0.05; "** p<0.01; "TF#F p<0.001; T test, independent samples.
doi:10.1371/journal. pone.0072826.t003
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(r=0.668, p=0.000 and r=0.339, p= 0.035, respectively), but
also significant. No correlation was found between total phenolic
content and ECs;n These results suggest that the TE and AE
values are more meaningful than the ECsy and TECs,, parameters
in determining the antiradical activities of samples. These results
demonstrated that high activity levels against free radicals were
present mainly in the samples that contained higher levels of

phenolic
responsible for this high antiradical activity. The significant high
correlation found between the levels of phenolic compounds and

ompounds, suggesting that these phytochemicals may be

these two DPPH parameters reinforces the involvement of the
phenolic compounds in the antioxidant activities of these fruits.

A strong and positive correlation between total flavanols content
and the antioxidant activity measured by DPPH assay was
observed in bhoth aqueous (r=0.727, p=0.007) and EtOAc
(r=0.632, p=10.028) extracts, suggesting that the flavanols could
be the main phenolic compound responsible by the antioxidant
activity of these studied fruits.

Ferric  Reducing Antioxidant Power (FRAP). The aqueous
extracts studied, including apple, exhibited higher FRAP values
than the EtOAc extracts. The EtOAc extract of tucum exhibited
the highest value in the FRAP assay, it was approximately 6-fold
higher than the values found in the EtOAc apple extract. The
FRAP values of the EtOAc extracts of araticum, cagaita, cajuzinho
and lobeira were approximately 2-fold higher than that of the
apple EtOAc extract. The aqueous extracts of tucum and araticum
showed the highest FRAP values (approximately 6-fold higher
than the apple extract), followed by cagaita, cajuzinho, jurubeba
and mangaba (Table 4). The antioxidant activities estimated by
FRAP assay in aqueous extracts of araticum, cagaita, cajuzinho,
jurubeba, lobeira, mangaba and tucum (39.7 to 220 umol/g fruit)
were higher than conventional fruits commonly consumed by
population such as avocado, banana, grape, orange, papaya,
pineapple and watermelon whose values ranged between 2.76 to
145 pmol/g fruit [28].

In this study, we observed a high and significant correlation
between the levels of total phenolic content and the FRAP values
in the aqueous extracts of the fruits {r=0.689 and p=0.000). In
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the EtOAc extracts, this correlation was lower, but it was still
significant (r=0404 and p=0.011). A swong and positive
correlation between total flavanols content and the antioxidant
activity measured by FRAP assay was observed in both aqueous
(r=0.918, p=0.000) and EtOAc (r=0.763, p=0.004) extracts of
the fruits. Anthocvanins levels also positvely correlated with
FRAP values in aqueous (r=0.630 p=0.028) and in EtOAc
extracts (r=0.873, p =0.000} of the fruits. These results reinforce
that flavanols could be the main antioxidant compounds, but the
anthocyanins may also contribute to antioxidant activity of these
fruits.

Antioxidant Activity of Fruits Using the p-Carotene/
linoleic Acid System. The antioxidant activity was also
evaluated by the P-Carotene/linoleic assay
expressed as the percent inhibition of f-carotene oxidation, are
shown in Table 4. Following the trend observed in the DPPH and
FRAP assays, the aqueous extracts ol most species studied

and the results,

inhibited the oxidation of B-carotene to a greater extent than
the EtOAc extracts. Notably, the percentage of inhibition induced
approximately 14-fold higher
than that of the apple aqueous extract. The aqueous extract of

by the aqueous extract of lobeira wa

tucum had the second highest value of antioxidant activity in this
assay, approximately 6-fold higher than the aqueous apple extract,
and was followed by araticum and cagaita, which inhibited p-
carotene oxidation approximately 5-fold more extensively than the
apple aqueous extract. The aqueous extracts of baru nut, mangaba
and jurubeba also exhibited higher antioxidant activities in this
assay than apple (p<<0.03). Except for tucum and mangaba, the
EtOAc extracts from the other [ruits showed antioxidant activities
equal to or lower than the apple EtOAc extract (Table 4). No
correlation was observed between the levels of total phenolic
content and the antioxidant activity measured in the B-Carotene/
linoleic assay (% inhibition) in both the EtOAc and aqueous
extracts

No correlation was obtained between B-Carotene/

linoleic assay (% inhibition) and bioactive compounds.

PLOS ONE | www .plosone.org

Table 4. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) and inhibition of B-carotene/linoleic oxidation assays.

Common name FRAP {umol/g of fruit) p-Carotene/linoleic (% Inhibition/g)
EtOAc Aqueous EtOAc Aqueous

Apple 8617 33.8+39%# 4003 32406

Araticum 16.0+1.7" 2120+ 275" #F 23E01 17.0+£15™ ##

Baru 13+0.1" ga+02 " HHE 06+01"" 6.0+05 F#

Cagaita 19.6+1.0" 107.0+20™ ### 06+04"" 16420 ###

Cajuzinho 185405 455+£1.9### 19404 0.7+03"#

Guariroba 22+08" 88x16 " 154047 072017

Ingd 2.0x03" 14.9+£33"## 01+017"" 04+02"#

Jatoba 07+0.1" 54+13°## 04+00"" 04+017

Jenipapo 1.3+£02" 82+30"# 112017 04+027##

Jurubeba 8.6+0.3 54.1+04 - F## 07+03™" 47+02" ###

Lobeira 17.5+0.7" 39.7+0.6%7F —03+05" 4514127 FF#

Mangaba 7.4+22 472+237F## 57+01% 53+09"

Tucum 5324397 2200 +196 FFF 60+05" 19.9+307F

Means + SD (n = 3) followed by *, **, *** are significantly different from apple value; and followed by #, ##, ##+ are significantly different from EtOAc extract [

p<0.05; "#* p<0.01; "™ ### p< 0.001; T test, independent samples).

doi:10.1371/journal.pone.0072826.1004
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Conclusions

Comparing with the Red Delicious apple, nine of the twelve
fruits of the Cerrado studied; araticum, cagaita, cajuzinho, ingd,
jenipapo, jurubeba, lobeira, magaba and tucum showed high
levels of phenolic contents. The araticum and tucum are rich in
The fruits cajuzinho, jatobd, jurubeba and tucum
showed high content of anthocyanins. Cagaita, cajuzinho, lobeira,
mangaba and tucum showed high levels of vitamin C. The high
content of bioactive compounds found araticum, cagaita, caju-

flavonoids.

zinho, jurubeba, lobeira, magaba and tucum corresponded to the
high antioxidant activity of these fruits. Daily consumption of at
least seven of these Cerrado fruits studied, particularly, araticum,
cagaita, lobeira, tucum may protect human tissues against
oxidative stress, and thus, they may prevent chronic diseases and
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premature aging. Moreover, such fruits can provide a source of
new bioactive compounds with functional properties henelicial to
health, which should stimulate the pharmaceutical and food
industries for the development of new products, promoting the
sustainable development of regions with the characteristics of the
Cerrado. New studies i oioo aimed at evaluating the antioxidant
activity of these seven Cerrado fruits that showed high antioxidant
potential are underway in our laboratory.
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APENDICE B - METODOLOGIAS E RESULTADOS DA DISSERTAGAO DE
MESTRADO DE LiVIA PIMENTEL DE SANTANA DOURADO (2013).

Metodologia

Atividade das enzimas antioxidantes e NADPH Oxidase nos tecidos

Os tecidos do figado, bago e intestino foram extraidas 1:20 (m/v) em um
homogeneizador Ultraturrax utilizando-se tampao fosfato de potassio 0,5 mol/L (pH
7,2) contendo 50 mmol/l de EDTA e 1 mmol/L de fluoreto de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) em etanol 95% na proporgéo de 1% do volume do final. O homogeneizado
foi centrifugado a 15.000xg, 4°C durante 20 min. O sobrenadante foi utilizado para a

determinagao das atividades enzimaticas

Ensaio de atividade da Catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi quantificada pelo consumo de 10 mmol/L de H,O»,
que foi medida pela absor¢ao a 240 nm em solucdo tampao contendo 10-50 uL de
tecidos homogeneizados (Aebi, 1984). Uma unidade da Catalase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol H>O2/min.

Ensaio da Atividade da Glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2)

A atividade de GR foi determinada através da detecgcdo do consumo de
NADPH a Azsonm (Joanisse, 1996). O ensaio da reacéo foi dosado pela adi¢ao de
0,5mmol/L de EDTA, Tmmol/L GSSG em 20-100uL do homogeneizado de tecido em
50mmol/L de tampéo fosfato de potassio (pH 7,2). O branco foi medido com a
auséncia de GSSG. Uma unidade (U) de um Glutationa redutase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 nmol de NADPH/minuto.
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Ensaio da atividade da Glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9)

A atividade da glutationa peroxidase foi dosada utilizando-se H20, como
substrato num ensaio de oxidagao juntamente com glutationa-redutase catalisadora
da oxidacdo de Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH) a Assonm
(espectrofotometro Shimadzu - TCC 240A) (Joanisse, 1996). Em primeiro lugar, foi
medido o consumo basal de 0,15 mmol/L de NADPH em tampao contendo 2 mmol/L
de azida, 5 mmol/L de glutationa (GSH), 1,5 U de glutationa redutase e 10-50 mL de
tecidos homogeneizados. Em seguida, 20 puL de H,O, foi adicionado para obter uma
concentracao final de 0,2 mmol/L. Os brancos foram obtidos sem o homogeneizado
de tecido (Hermes-Lima, 1996). Uma unidade de glutationa peroxidase foi definida

como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 nmol de NADPH/min.

Glutationa-S-transferase ensaio da atividade (GST, EC 2.5.1.18)

A atividade de GST foi medida avaliando-se a conjugagcéo de 1 mmol/L de
GSH com 1 mmol/L de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) a 340 nm
(espectofotometro Shimadzu - TCC 240A) em solugao tampao de fosfato de potassio
50 mmol/L (pH 7,2) contendo 50uL de homogeneizado de tecido (Habig, 1981). Uma
unidade (U), da glutationa-S-transferase, foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir um nmol de conjugado / min.

NADPH oxidase (Nox, EC 1.6.3.1) ensaio da atividade

A atividade da NADPH oxidase foi baseada no coeficiente de extingdo molar
obtida pela decomposicdo de 6,22 mmol/L-cm de NADPH a 340 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu espectrofotdbmetro - TCC 240A) (Souza, 2002). O
periodo experimental foi de 300 segundos, a atividade enzimatica foi obtida a partir
da mistura de um tampéo de fosfato de potassio 50 mmol/L com pH de 7,2 (Sigma
Aldrich ®, Alemanha), 0,5 mmol/L de acido acético etilenodiaminetetra (EDTA)
(Reagen ®, Brasil), 0,1 mmol/L de NADPH (Sigma Aldrich ®, Alemanha) e 125 - 250
ML de homogeneizado de tecido (dependendo do tecido). O branco continha todas

as solugdes de ensaio, com exceg¢ao do homogeneizado de tecido. Uma unidade (U)
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de inibicao da NADPH oxidado foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para oxidar 1 nmol de NADPH/minuto.

Niveis de peroxidacao lipidica nos tecidos

As concentragdes de malondialdeido (MDA) no homogeneizado figado, baco,
intestino, rim, coragdo e cérebro foram medidas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (coluna de 25cm Shim-park C18 CLC-ODS (M) Shimadzu, Kyoto, Japao)
(Candan, 2008). Os comprimentos de onda do detector espectrofluorometrico foram
fixados em 532 nm (excitagdo) e 553 nm (emiss&o). Uma curva padrdo de quatro
pontos (0,05-2,02 nmol/mL) foi feita com tetraetoxypropano (TEP, Sigma, St. Louis,
MO, EUA ) dissolvida em 1 % de H,SO,4 , como a hidrdlise acida do rendimento TEP
quantidades estequiométricas de MDA (y = 1-10° + 0.0203; R?= 0.9998). A
concentracao de proteina total do homogeneizado foi determinada pelo método de
Hartree et al. (1972) (Hartree, 1972). Os resultados foram expressos em nmoles de
MDA/ mg de proteina total (Hartree, 1972).

Niveis de oxidagao de proteinas nos tecidos

A oxidagao de proteinas nos homogeneizados de figado, bago, intestino, rim,
coracao e cérebro foi medida pelo teor de carbonil de acordo com o método do
Richert et al. (2002) (Richert, 2002). A absorbéncia foi medida a 376 nm
(espectrofotometro Shimadzu - TCC 240A) e o conteudo de carbonil foi expresso
como nmol de grupos carbonil por miligrama de proteina total utilizando-se um
coeficiente de extingdo de 22 mmol/L-cm. A concentragdo de proteina total do
homogeneizado foi determinado pelo método de Hartree et al. (1972) (Hartree,
1972).

Capacidade antioxidante do soro (FRAP)

A capacidade antioxidante do soro foi calculada pelo método potencial de

reducao do ferro (Ferric Reducing Ability of Plasma- FRAP) meio do ensaio de FRAP
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de acordo com o método Benzie e colaboradores (1996) (Benzie, 1996) com
modificagdes. Resumidamente, inicialmente o sangue recolhido em tubos de vacuo
estéril foi centrifugado a 15.500g durante 30 minutos, o soro obtido foi armazenado a
-70 ° C até a analise. O reagente FRAP foi preparado misturando-se uma solug¢ao de
0,3 mol/L de tampéao de acetato (pH 3,6), 10 mmol/L de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) em 40 mmol/L de acido cloridrico (HCI) e uma solugdo aquosa de 20 mmol/L
de cloreto férrico numa proporgao de 10:01:01, esta solugao foi incubada a 37°C
durante 30 min. Em seguida 900 uL do reagente FRAP foi misturada com 30 pL de
soro e 90 yL de agua deionizada sendo medida a reagdo por absorbancia a 595 nm
(espectrofotometro Shimadzu - TCC 240A) no tempo inicial (Ty) € 4 minutos depois
(T4min). Para o calculo foi subtraido a solugéo final menos a solugéo inicial. O tubo
contendo o reagente FRAP sem o soro foi utilizado como uma solugdo branco. As
solugdes aquosas de Fe (1) nas concentragdes de 100-2000 mmol/L (Fe2SO4) foram
usadas para gerar uma curva de calibragao (y = 0,0006x - 0,0014). Os testes foram
realizados em triplicado e os valores foram expressos como a média * desvio padrao

em pumol Fe/L de soro.

Resultados

O consumo diario de tucum reduz as atividades de Catalase, Glutationa

Redutase e Glutationa Peroxidase induzida pela suplementacao de ferro.

As atividades enzimaticas das enzimas Catalase (Cat), Glutationa Redutase
(GR), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa-S-transferase (GST) e NADPH
Oxidase (Nox) foram dosadas nos homogeneizados de figado, bago, intestino, rim,
coracado e cerebro de ratos e os resultados estdo apresentados na Tabela 7. A
suplementagdo dietética com ferro aumentou significativamente a atividade
especifica de CAT e GST no rim e de GPx no intestino de ratos do grupo Fe em
relagéo aos ratos do grupo Controle (p = 0,031, 0,015 e 0,046, respectivamente). No
entanto, no cérebro houve uma diminui¢cao significativa na atividade de GR (p =
0,015). O consumo do tucum ndo alterou as atividades especificas das enzimas
analisadas (grupo Tuc), no entanto, a atividade de GR apresentaram a tendéncia de

reduzirem no bago quando comparado ao grupo Controle (p = 0,103). O consumo de
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tucum pelo grupo suplementado com ferro (TucFe) reduziu significativamente a
atividade da CAT e GST no rim e GPx no intestino em comparagado com o grupo Fe
(p = 0,033, 0,006 e 0,027, respectivamente) e também reduziu a atividade da enzima
pré-oxidante NADPH Oxidase no coragao desses animais em comparagao ao grupo
Fe (p = 0,038). Uma reducao significativa na atividade da GR no baco também foi

observada no grupo TucFe em relagao ao grupo Controle (p = 0,008).

O consumo diario de tucum aumenta a atividade antioxidante e protege
os tecidos contra danos oxidativos induzido pela suplementacgao dietética com

ferro.

Os niveis de malonaldeido (MDA) e de proteina carbonilada foram
analisados como marcadores de danos oxidativos moleculares, nos homogeneizado
de tecidos dos ratos e os resultados estdo apresentados nas Figuras 15 e 16. A
suplementacédo dietética de ferro durante 30 dias aumentou significativamente o
nivel de MDA no figado em relagdo ao grupo Controle (p = 0,002). Enquanto o
consumo de tucum pelos ratos suplementados com ferro reduziram
significativamente estes valores em relagcdo ao grupo Fe (p = 0,008) (Figura 15).
Houve também uma reducgéo significativa da peroxidagao lipidica no bago dos ratos

Tuc em relagao ao grupo Controle (p = 0,019).

Em relagédo a oxidacao de proteinas verificou-se uma redugao significativa
no nivel de proteina carbonilada no baco dos ratos de ambos os grupos alimentados
com dietas adicionadas com tucum em relacdo aos ratos do grupo Controle (p =

0,001 e 0,017, respectivamente) (Figura 16).

A capacidade antioxidante do soro medida pelo reagente FRAP foi
significativamente maior nos ratos alimentados com dieta contendo tucum, mesmo
naqueles que foram alimentados com suplementacdo de ferro em relacdo ao
Controle (p = 0,006 e 0,011, respectivamente). O efeito positivo do consumo do
tucum na capacidade antioxidante do soro foi observada mesmo em relagdo aos

ratos suplementados com ferro (p=0,022) (Figura 17).
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Tabela 7. Efeito da suplementagéo de ferro e tucum dietético nas atividades das enzimas1: Catalase,

Glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa s-transferase e NADPH oxidase; no figado,

baco, intestino, rim, coragéo e cérebro de ratos.

CAT (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Figado 187,4 + 11,2 190,0 + 30,2 194,7 + 13,6 181,2 + 15,7
Baco 47,4 + 10,5 49,2 + 9,8 41,4 + 5,4 42,9 + 59
Intestino 12,2 + 3,4 10,9 + 6,5 12,9 + 2,8 11,8 + 3,4
Rim 178,4 + 33,6 250,8 £ 52,3 ' 191,2 + 14,6 172,6 £ 19,1 #
Coragdo 24,4 + 4,2 26,7 .+ 3,7 23054 21,349
Cérebro 58+21 53+ 1,4 4,9 £ 0,9 4,4 + 0,6
GR (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Figado 31,0+ 6,0 31,5+ 3,8 28,6 + 4,8 283+ 2,0
Baco 31,0 £ 3,7 27,0+ 55 24,6 + 7,0 235+ 18
Intestino 87,5 £ 25,6 77,6 £ 9,0 83,1 + 15,6 79,1+ 14,2
Rim 93,6 £ 11,2 105,7 + 15,5 92,9 £ 15,0 81,0 + 11,8 ¥
Coragdo 83+15 76+ 1,1 89+ 29 79+16
Cérebro 17,9 + 2,7 139+ 1,7 ° 15,0 + 4,1 14,6 + 3,0
GPX (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Figado 719,2 £ 89,1 651,0 £ 142,7 659,5 £ 165,7 659,2 £ 97,4
Bago 291,3 £79,2 333,8+ 1214 288,7 £ 104,6 287,8 £ 108,9
Intestino 112,8 + 43,8 264,1 + 1242 : 137,9 £ 64,9 112,1 + 463 *
Rim 337,3 £ 67,0 408,7 £ 111,2 398,4 £ 85,9 355,0 £ 40,4
Coragédo 373,4 + 119,9 3423 + 128,5 375,6 + 60,5 372,6 + 74,5
Cérebro 47,4 £ 21,7 44,8 + 16,6 44,6 £ 11,1 37,7 £ 8,9
GST (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Figado 213,1 £ 36,2 202,0 £ 32,8 197,2 + 13,7 217,7 £ 43,8
Bago 15,1 + 2,7 21,0 + 81 20,4 + 8,2 19,2 + 2,3
Intestino 151,9 + 61,6 142,3 + 34,6 122,3 + 11,8 172,9 + 41,7
Rim 169,6 + 26,0 215,8 £ 25,2 * 176,1 + 28,7 162,5 + 23,4 #
Coragdo 10,5 + 2,7 11,4 + 4,8 9,9 + 4,4 12,1+ 4,3
Cérebro 395+7,2 42,7 £ 2,3 40,4 £ 79 44,7 £ 6,5
NADPH Oxidase (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Figado 1,2+0,3 1,3+ 0,3 1,4 £ 0,2 0,8+04
Bago 2,7+0,6 25+0,3 20+05 26+£01
Intestino 4,0 £ 0,6 47+ 1,0 44 + 1,2 3,8+14
Rim 0,7+02 1,0+ 0,3 0,9 +0,2 0,702
Coragdo 0,7+0,3 0,7+03 0,7+ 0,3 04+01"
Cérebro 1,0+ 0,2 09+0,1 0,9+ 0,2 1,0 £ 0,1

' Os dado estao expressos pela média + DP. Grupo Controle (CNT): dietas para roedores AIN-
93G (n = 5); Grupo Ferro (Fe): dieta controle suplementada 350 mg de ferro/kg (n = 7); Tucum
(Tuc): dieta controle modificada com 15% de tucum (n = 6); ou dieta controle mais 350 mg de
ferro na forma de FeSO, 7H,0 mais 15 % de tucum (TucFe; n = 5). Periodo de tratamento: 30
dias. Média com (*) diferem do grupo Controle; (#) diferem do grupo ferro pelo Teste T para
amostras independentes, a < 0.05.
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Figura 15. Efeito de suplementagao de ferro e consumo de tucum por 30 dias na peroxidagao lipidica
no figado, bago, intestino, rim, coragdo e cérebro de ratos. Grupo Controle (CNT): dieta para
roedores AIN-93G; grupo ferro (Fe): dieta controle mais 350 mg de suplementacdo de ferro como
sulfato ferroso heptaidratado (FeSO,4 7H,0)/ k g de dieta; grupo tucum (Tuc): dieta controle mais 15%
de tucum; ou grupo tucum com ferro (TucFe): dieta controle mais 350 mg de ferro como FeSO, 7H,0O
mais 15 % de tucum. CNT (n = 5); Fe (n = 7); Tuc (n = 6); TucFe (n = 5). Os dados foram expressos
pela média £ DP. Means with (*) differ from Control group; (#) differ from Fe group in the Test T for
independent samples, a < 0.05.
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Figura 16. Efeito da suplementagéo de ferro e consumo de tucum por 30 dias em danos a proteina
no figado, baco, intestine, rim, coracdo e cérebro. Grupo Controle (CNT): dieta para roedores AIN-
93G; grupo ferro (Fe): dieta controle mais 350 mg de ferro na forma de sulfato ferroso heptaidratado
(FeSO,4 7H,0)/ kg; grupo tucum (Tuc): dieta controle mais 15% de tucum; ou grupo tucum com ferro
(TucFe): dieta controle mais 350 mg do ferro como FeSO, 7H,0/ kg da dieta mais 15 % de tucum.
CNT (n = 5); Fe (n = 7); Tuc (n = 6); TucFe (n = 5). Os dados foram expressos como média + DP.
Médias com (*) diferem do grupo Controle pelo Teste T para amostras independentes, a < 0.05.
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Figura 17. Efeito da suplementacdo de ferro e consumo de tucum na capacidade antioxidante no
soro medida pelo reagente FRAP em ratos tratados por 30 dias. Grupo Controle (CNT): dieta para
roedores AIN-93G; grupo ferro (Fe): dieta controle mais 350 mg de ferro como sulfato ferroso
heptaidratado (FeSO, 7H,0); grupo tucum (Tuc): dieta controle mais 15% de tucum; ou grupo tucum
com ferro (TucFe): dieta controle mais 350 mg de ferro como FeSO, 7H,0/ kg de dieta mais 15 % de
tucum. CNT (n = 5); Fe (n = 7); Tuc (n = 6); TucFe (n = 5). Os dados foram expressos como média +
DP. Médias com (*) difere do grupo Controle; (#) difere do grupo Fe pelo Teste T para amostras
independentes, a < 0.05.
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Abstract

Foods, especially vegetables, contribute to a variety of antioxidant molecules that protect cells
against oxidative stress. Previous in vitro study showed that Tucum, a Cerrado fruit had higher
antioxidant activity (AA) relative to the Red Delicious apple. The aim of the present study was to
analyze the in vivo AA of tucum. Iron supplemented rats (Wistar males) were treated with tucum;
iron and oxidative status as well as the expression of genes involved in both factors were analyzed.
The iron-supplemented diet increased iron levels in the serum, liver, spleen and intestine (p = 0.008,
0.000, 0.029 and 0.011, respectively), as well as the transferrin saturation (p = 0.008) and liver
MDA level (p = 0.002); it also increased the levels of liver hepcidin mRNA and the Nrf2 mRNA in
the spleen and intestine. Tucum consumption reduced the intestinal iron level, reduced the level of
lipid and protein damage in the spleen and increased serum AA. Tucum consumption by iron
supplemented rats up-regulated the Nrf2 gene and down-regulated Hamp gene expression in the
liver. Moreover, daily tucum consumption prevented tissue iron overload induced by iron
supplementation; it suppressed the increase of the activity of catalase, glutathione reductase and
glutathione peroxidase iron supplement-induced in tissues, and also suppressed the increase of
expression of the genes of liver Hamp and spleen Nrf2 induced by iron supplementation. These
results suggest that tucum protects tissues against oxidative damage by increasing iron mobility

through the down-regulation of Hamp gene expression.

Keywords: Oxidative stress, Tucum (Bactris setosa Mart.), antioxidant activity, hepcidin.
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1. Introduction

Iron is vital for almost all living organisms because it is a cofactor for many proteins and
enzymes involved in energy metabolism, as well as several other essential biological processes ‘.
As a transition metal, iron also acts as a pro-oxidative ion by catalyzing the conversion of weakly
reactive oxygen species (ROS) such as H,O, into highly reactive hydroxyl radicals, which in turn
promotes oxidative stress in cells . The accumulation of cellular oxidative damage is associated
with several chronic diseases such as cardiovascular disease, cancer, diabetes, Parkinson’s and
Alzheimer's diseases, among others . High levels of oxidative damage have also been associated
with the aging process "’ Thus, cellular iron overload may accelerate cellular dysfunction, leading
to chronic disease and premature aging ). In responding to this adverse effect, mammals employ
distinct mechanisms to regulate iron homeostasis at the systemic and cellular levels. These
molecular mechanisms involve the hepatic hormone hepcidin and iron regulatory proteins, which

together orchestrate the body's iron balance "',

Mammals have established an efficient antioxidant mechanism by counterbalancing
endogenous ROS production. This mechanism comprises antioxidant enzymes and non-enzymatic
scavengers such as glutathione that are involved in scavenging ROS ** '"'¥) Increased oxidative
damage can activate the expression of more than 100 genes that are involved in the synthesis of
antioxidant and detoxifying proteins '*. Several antioxidant genes have an antioxidant response
element (ARE), which is a specific nucleotide sequence in the promoter gene regions that binds to
the nuclear factor-erythroid 2- related factor 2 (NrF), a basic leucine zipper nuclear transcription
factor. This factor regulates the expression of antioxidant enzymes, among other genes involved in
antioxidant defenses '*. Another actor in this antioxidant defense pathway is Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keapl), a sensor and chemical target inducer for antioxidant defense. Under
normal conditions, Keapl binds Nrf2, keeping it in the cytoplasm; however, an increased
concentration of oxidant agents leads to Keapl oxidation and the consequent release of Nrf2 into
the nucleus of the cell, where Nrf2 forms a heterodimer with the small Maf protein, which binds to

(

ARE and induces antioxidant gene expression "> ', The imbalance between antioxidant and ROS

quantities promotes oxidative stress in cells.

In addition to these endogenous defenses and strengthening the antioxidant cellular system,
foods, especially vegetables, contribute to a variety of antioxidant molecules that can protect animal

cells against oxidative stress ', A biome known as the Cerrado dominates the central region of
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Brazil; after the Amazon rainforest, this ecosystem is the second-largest biome in South America.
The Cerrado is characterized by a hot climate; it is semi-humid and notably seasonal with rainy
summers and dry winters. This area houses enormous biodiversity with numerous (and little-
studied) endemic species """, In a previous study performed in our laboratory, we compared the
concentration of phenolic compounds and antioxidant activities (AA) in the edible parts of twelve
Cerrado plants species. We identified at least seven with higher antioxidant potential relative to the
Red Delicious apple “”. Among these species, the Tucum [Bactris setosa Mart.], a fruit with a
purple peel, whitish pulp and a unique and large seed that is produced by a palm tree, was one of the
highlighted fruits. Tucum fruit can be consumed fresh or as a liquor. The aim of this study was to
analyze the in vivo AA of tucum. To that end, rats receiving daily oral iron supplements were
treated with tucum, and the effects of tucum consumption on the expression of genes involved in

the rats' oxidative and iron status were analyzed.

2. Methods and Materials

2.1 Tucum fruit

Tucum fruit (Bactris setosa Mart.) samples were collected from the Conservation Area/
Ecological Station of the University of Brasilia or from Agua Limpa Farm. The national manager of
this Conservation Unit belongs to the University of Brasilia in Brazil. The permission to collect was
issued by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
/ Ministério do Meio Ambiente (Authorization Number 9/2012, IBAMA/Ministério do Meio
Ambiente). The tucum fruits were washed with distilled water, dried at room temperature and stored
at - 80°C until preparation. A fter manually removing the seeds from frozen fruits, the pulp and peel

were homogenized in a blender with a small amount of water and added to the rats' diets.

2.2 Animal treatment

Twenty-four male 21-day-old Wistar rats were provided by Granja Roberto Giannichi,
Suzano-Sdo Paulo state, Brazil. They were housed individually in stainless steel cages at a
temperature of 21.75 + 0.46°C under a 12-h light/dark cycle. The rats had free access to water and
food during the dark cycle. After 37 days of acclimatization, the rats (278.9 + 20 g) were divided
into four groups as follows: the adult control group (CNT) received a rodent diet, namely the AIN-
93G diet, containing 35 mg/kg iron ?"; the iron-supplemented group (Fe) was fed with the AIN-
93G diet containing 350 mg/kg iron; the Tucum group (Tuc) received the rodent diet with 150 g of

tucum fruit (pulp and peel)/kg diet; and the Tucum iron-supplemented group (TucFe) received iron-
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supplemented rodent diet and 150 g of tucum fruit’kg diet. The iron dose in the iron-supplemented
diet was estimated by using the ‘‘tolerable upper limit intake”’ for humans (70 kg, adult), and the
value was proportionally adjusted to the recommendation for rats. The AIN-93G diet was modified
for groups that received tucum fruit to adjust the macronutrient compounds to rat requirements,
according to Table 1. The rats were weighed weekly, and their food intake was recorded daily.
After 30 days of treatment, the rats were anesthetized in an anesthetic chamber with isoflurane
(Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brazil) and sacrificed by cardiac puncture. Blood samples were
collected into two tubes with and without 7.0 % EDTA (21 pL/mL blood) and the organs,
specifically the liver, spleen, kidney, heart, brain and intestine (a 1 cm length of the small intestine
distal to the pylorus and 1 cm proximal to the ileocecal valve was excised and the lumen was rinsed
with saline), were excised, washed in a cold 0.9% NaCl solution, rapidly frozen in liquid nitrogen
and stored at -70°C for further analysis. This protocol was approved by the Ethics Committee for
the Use of Animals of the Institute of Biological Sciences, University of Brasilia, Brazil as

UnBDOC N* 120380/2009.
2.3 Iron status

2.3.1 Tissue iron determination

The iron concentrations in the tissues were determined by using a method described by
Baranowska et al. (1995) ??. In brief, approximately 0.1 g of heart and spleen, 0.4 g of kidney and
intestine and 0.3 g of liver and brain samples were digested with 5 mL of concentrated HNO;
(Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA) and 2.5 mL of H,SOy4 (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO,
USA) in a Provecto Analitica Microwave System (DGT 100 Plus, Jundiai, Sdo Paulo, Brazil, 2003).
After the digestion, the samples were resuspended in 0.1 mol/L nitric acid to a final volume of 25
mL. The iron concentration in the samples was determined by inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry (ICP-AES/Spectro, Kleve, Germany) with a 238 nm line. A calibration curve
was produced in a range from 0 to 10 ppm with Fe-Merck Titrisol solution (Merck, Darmstadt,

Germany) to calculate the iron concentrations of the tissues.

2.3.2 Serum iron parameters

Serum iron, unsaturated iron binding capacity (UIBC), total iron binding capacity (TIBC),
transferrin saturation (TS) and transferrin concentration were analyzed by using a colorimetric kit,

as described in the manufacturer's Labtest Diagnostica S.A. (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil).
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2.4 mRNA expression of iron metabolism and antioxidant genes

2.4.1 RNA extraction

A total RNA extraction of the liver, spleen and intestine samples was performed with Trizol
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and chloroform. After the extraction, RNA from the
aqueous phase was precipitated with isopropyl alcohol, washed with 70% ethanol, dried and
dissolved in deionized water and stored at - 80°C. The integrity of the total RNA was evaluated by
electrophoresis. Briefly, an aliquot of total RNA was subjected to electrophoresis on a 1% agarose
gel with 1 x TAE running buffer (Tris: Vetec, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil; EDTA: Sigma,
St. Louis, MO, USA; acetic acid: Vetec, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil) and stained with

™
Green

Gel (Biotium, Hayward, CA, USA). The gel was analyzed by using 1D Lablmage software
(Kapelan Bio-Imaging Solutions, Leipzig, Germany) to confirm the absence of degraded genetic
material. The concentration and purity of the total RNA samples was evaluated by determining the
absorbance at 230, 260 and 280 nm in a spectrophotometer (UV-visible Ultrospec 3000, Pharmacia
Biotech, Cambridge, England) ?”. The RNA purity was verified by assessing the presence of
proteins using the 260/280 nm ratio, and contamination with aromatic compounds, such as phenol,
was assessed with the 260/230 nm ratio. The benchmark used to evaluate these ratios (Aze/A2go and
Aseo/Az3g) was greater than or equal to 1.8, where Ajgp = the spectrophotometric absorbance at a
wavelength of 280 nm and A,3, = the spectrophotometric absorbance at a wavelength of 230 nm.
The total RNA was then precipitated by using anhydrous sodium acetate at 3 mol/L, pH 5.2 (0.1
vol) (Sigma, St. Louis, MO, USA) and 100% ethanol (2.5 vol) at 4°C (Sigma, St. Louis, MO, USA,
2.5 times the 825 pL volume) and incubated at -20°C overnight. After the incubation, the samples
were centrifuged at 10,000 x g at 4°C for 30 min (Centrifuge Eppendort 5415R, Hamburg,
Germany). Ethanol (1 mL) (Sigma, St. Louis, MO, USA) was added to the pellet and the resulting
mixture was centrifuged at 10,000 x g for 5 min at 4°C, dried at room temperature and diluted in 20
pL of deionized water. After this procedure, the absorbance at 230, 260 and 280 nm was determined
(UV-visible Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Cambridge, England) and the A260/A280 and
A260/A230 ratios were again measured to assess the purity and concentration of the RNA in the

treated material.

2.4.2 ¢cDNA synthesis
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Total RNA (1 pg) was used for cDNA synthesis reactions with a Reverse Transcription Kit
Improm II System (Promega, Madison, WI, USA). Oligo (dT) primers were added to the total RNA
and denaturation was performed at 70°C for 5 min. Improm-II Reverse Transcriptase was added and
the samples were incubated at 42°C for 50 min, followed by inactivation at 70°C for 15 min. An
attempt at cDNA synthesis without the reverse transcriptase enzyme was performed for each sample
(negative control). An aliquot of the reaction control (no reverse transcriptase) was subjected to RT-
PCR by using a reaction system that had been previously tested, and the oligonucleotide sequences
had previously been used by other authors (and described in scientific articles to confirm the

absence of amplified genetic material.

2.4.3 Reverse transcription-polymerase chain reaction analysis (qRT-PCR)

mRNA concentrations were quantified by using a real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) for hepcidin
antimicrobial peptide (Hamp) in the liver; Ferroportin 1 (Sle40al) in the liver, spleen and intestine;
divalent metal transporter 21 (Sic//a2) in the intestine; and oxidative stress nuclear factor
(erythroid-derived-2) like 2 /Nfe2I2 (Nrf2) and catalase (Cat), both of which were measured in the
liver, spleen and intestine. Real-time PCR was performed by using the Fast SYBR Green Master
Mix 2X reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with 2 pL of cDNA (corresponding
to 0.2 ng of total RNA) in a final volume of 10 pL with 5 pL Fast SYBR Green Master Mix and 0.2
pumol/L (final concentration) of each primer. The primer sequences used were: (1) hepcidin (Hamp),
forward: TGATGCTGAAGCGAAGGA, reverse: TGTGTTGAGAGGTCAGGAC; (2) divalent
metal  transporter-1  (Slcl/la2), forward: CTGATTTACAGTCTGGAGCAG, reverse:
CACTTCAGCAAGGTGCAA; (3) Ferroportin 1 (Slc40al), forward:
TTCCGCACTTTTCGAGATGG, reverse: TACAGTCGAAGCCCAGGACCGT ®¥; (4) nuclear
factor erythroid derived 2 like 2 (Nfe2/2), forward: GAGACGGCCATGACTGAT, reverse:
GTGAGGGGATCGATGAGTAA *; (5) catalase (Car), forward ACTCAGGTGCGGACATTC,
reverse:  GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGCC 9, (6) P-actin  (Acth), forward:
GTCGTACCACTGGCATTGTG, reverse: CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA *”. Dmt-1 primers
can amplify iron-responsive element and non-iron-responsive element forms of Dmi-1 cDNA.
Quantitative PCR was performed with a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) for 40 cycles at 95°C for 20 s, 60°C for 3 s and 60°C for 30 s. The
amplification specificity of each amplified product was verified by using a melting curve. The

gPCR amplification efficiency was evaluated by running standard curves for each amplicon with
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different cDNA template dilutions. All gene expression was normalized to housekeeping gene -
actin (Actb) expression and the reactions were run in triplicate. The amplification efficiency was
determined from the slope, which was obtained from the standard curve relating the log[transcribed
mRNA] and variation threshold cycle with the equation E = (10”(-1/slope)-1)x 100. A slope value of
approximately -3.33 for the regression line plot of Ct values vs. the log of nucleic acid input was
considered an efficient reaction. The PCR efficiency ranged between 97 and 103% for all primers.
A standard curve was plotted for each studied gene; the curve correlated the ACt (Cr target - Cr
reference) with the log of the cDNA amount, and a slope value of the regression line plot of ACt
values vs. the log of the input nucleic acid of less than 0.1 was used as a general criterion to validate
the experiment. A melting curve analysis was used to examine the specificity of the products
generated for each primer set. The comparative Ct method was used to quantify the abundance of

target gene mRNA, and the results are presented as 2T, This method was performed as described

in the “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time

Quantitative PCR’” tutorial (Part 1: 4371095 Rev B, Applied Biosystems).

2.5 Antioxidant enzyme and NADPH oxidase tissue activity

The liver, spleen and intestine tissues were extracted in a 1:20 (w/v) mixture in an Ultra-
Turrax homogenizer (Ika Werke GmbH & Co. KG, Germany) with 0.5 mol/L potassium phosphate
buffer (pH 7.2) containing 50 mmol/L EDTA and 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
in 95% ethanol. The homogenate was centrifuged at 15,000 x g, 4°C for 20 min. The supernatant

was used to determine enzymatic activities.

2.5.1 Catalase activity assay (EC 1.11.1.6)

Catalase activity was quantified by measuring the consumption of 10 mmol/L H,0,, which
was measured at 240 nm in buffer containing 1050 pL of the tissue homogenates “*. One unit of

catalase was defined as the amount of enzyme required to decompose 1 pmol H,O,/min.

2.5.2 Glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) activity assay

GR activity was determined by detecting the NADPH consumption at 340 nm “*). The
reaction assay consisted of 0.5 mmol/L EDTA, 1 mmol/LL GSSG and 20-100 pL of the tissue

homogenate in 50 mmol/L. potassium phosphate buffer (pH 7.2). Blanks were measured in the
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absence of GSSG. One unit (U) of glutathione reductase was defined as the amount of enzyme

required to oxidize 1 nmol NADPH/min.

2.5.3 Glutathione peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) activity assay

GPx activity was quantified by using H,0; as a substrate in an assay coupled with the GR-
catalyzed oxidation of NADPH, which was measured at 340 nm. First, the basal consumption of
0.15 mmol/L NADPH was measured in buffer containing 2 mmol/L azide, 5 mmol/L. GSH, 1.5 U
glutathione reductase, and 10-50 pL of the tissue homogenates. Then, 20 uL. of H,O, was added to
produce a final concentration of 0.2 mmol/L. The blanks were measured in the absence of tissue
homogenate (Hermes-Lima & Storey, 1996). One unit (U) of glutathione peroxidase was defined as

the amount of enzyme required to oxidize 1 nmol NADPH/min.

2.5.4 Glutathione-S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) activity assay

GST activity was measured by following the conjugation of 1 mmol/L. GSH with 1 mmol/L
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm in 50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 7.2)
containing 10-50 pL of tissue homogenate (Hagib & Jakoby, 1981). One unit (U) of glutathione-S-

transferase was defined as the amount of enzyme required to yield 1 nmol conjugate/min.

2.5.5 NADPH Oxidase (Nox, EC 1.6.3.1) activity assay

The Nox activity measurement was based on the molar extinction coefficient obtained by
taking the decay of NADPH consumption from the NADPH value of 622 mM'cm™ at Azsonm in a
spectrophotometer (Shimadzu spectrophotometer - TCC 240A) in accordance with Souza and
colleagues (2002) ©”, with modifications. The experiment lasted 300 seconds, and the enzyme
activity value was obtained by mixing a 50 mmol/L potassium phosphate buffer at pH 7.2 (Sigma
Aldrich, Germany) with 0.5 mmol/L EDTA (Reagen, Brazil), 0.1 mmol/L NADPH (Sigma Aldrich,
Germany) and tissue homogenate (125 pL of liver, spleen or intestine homogenate). The blank
contained all the test solutions except the homogenate. One unit (U) of NADPH oxidase inhibition

was defined as the amount of enzyme required to oxidize 1 nmol NADPH/min.

2.6 Tissue lipid peroxidation level
The malondialdehyde (MDA) concentrations in liver, spleen, intestine, kidney, heart and
brain homogenates were measured by high performance liquid chromatography (25 cm Shim-park

C18 CLC-ODS (M) column Shimadzu, Kyoto, Japan) ©". The spectrofluorometric detector
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wavelengths were set at 532 nm (excitation) and 553 nm (emission). A four-point standard curve
(0.05-2.02 nmol/mL) was produced with tetraethoxypropane “* (Sigma, St. Louis, MO, USA)
dissolved in 1% H,SO, because the acid hydrolysis of TEP yields stoichiometric amounts of MDA
(y = 10°x + 0.0203; r’= 0.9998). The total protein concentrations of the homogenates were
determined by using a method by Hartree et al. (1972) “*). The results were expressed as nmol

MDA/mg total protein @3,

2.7 Tissue protein oxidation level

The protein oxidation of liver, spleen, intestine, kidney, heart and brain homogenates was
assessed by carbonyl content according to a method by Richert et al. (2002) **. The absorbance
was measured at 376 nm (spectrophotometer Shimadzu - TCC 240A) and the carbony! content was
expressed as the nmol of carbonyl groups per milligrams of total protein with an extinction
coefficient of 22 mmol'L"-cm™. The total homogenate protein concentration was determined

according to Hartree et al. (1972) 33,

2.8 Antioxidant capacity of serum (FRAP)

The antioxidant capacity of serum was estimated via FRAP assay according to the Benzie
and Strain (1996) “* method, with modifications. In brief, blood was initially collected in a sterile
vacuum tube and centrifuged at 15,500 g for 30 min, and the resulting serum was stored at - 80°C
until analysis. FRAP reagent was freshly prepared by mixing solutions of 0.3 mol/L acetate buffer
(pH 3.6), 10 mmol/L 2.4,6-triazine-tripyridyl in 40 mmol/L hydrochloric acid and an aqueous
solution of 20 mmol/L ferric chloride in a 10:1:1 ratio and then incubating the mixture at 37°C for
30 min. Subsequently, 900 pL of FRAP reagent was mixed with 30 pL of serum and 90 pL of
deionized water. A tube containing the FRAP reagent was used as a blank solution and the
absorbance was measured at 595 nm for the initial reaction (Ty) and after 4 min (T4p;,) of reaction.
Aqueous solutions of known Fe “® concentrations ranging from 100-2000 pmol/L (Fe,SO4) were
used to generate a calibration curve (y= 0.0006x - 0.0014). The total extracts were assayed in
triplicate and the values were expressed as the mean + standard deviation in umol Fe per L of

SCrum.

2.9 Statistical analysis
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Comparisons among the treatments in each group were tested by independent sample t-test
for equality of means by using SPSS version 17 software (SPSS Inc., Chicago, USA). In all tests, a

value P<0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Daily tucum consumption prevents tissue iron overload by down-regulating liver Hamp

expression
3.1.1 Tissue iron concentration

Iron-supplemented rats (Wistar) were treated with a diet containing tucum (pulp with peel)
over 30 d to characterize the effects of this fruit on rat iron status. We found that although the iron-
supplemented animals (Fe group) consumed less of the diet than the Control group (p = 0.038), they
had higher iron concentrations in the liver, spleen, intestine, and marginally higher kidney iron
levels relative to the Control (p = 0.000, 0.029, 0.011 and 0.079, respectively, Figure 1).
Moreover, the Fe group showed an increase in serum iron and transferrin saturation (TS) relative to
the Control group (p = 0.008 for both, Table 2. The iron rich composition of the tucum fruit (Table
1) increased the level of iron in the diet of the Tue group relative to that of the Control group (p =
0.001); however, tucum did not change the iron levels in any studied tissues including the blood
serum when compared with the Control group. Finally, treating iron-supplemented rats with a diet
containing Tucum (Tue+Fe group) resulted in a significant reduction in serum iron and transferrin
saturation (p = 0.003 and 0.001, respectively, Table 2) and in a slight reduction in the liver and
intestine iron concentrations relative to the Fe group (p = 0.069 and 0.095, respectively). Moreover,
the iron concentrations in the liver, spleen and intestine from iron-supplemented rats treated with
tucum were not different from those of the Control rats. There was no difference in the weight gain
among the groups; however, the Tue group showed a slight reduction in weight gain relative to the

Control group (p = 0.055) (Table 1, Figure 1).
3.1.2 Modulating Hamp gene expression

The liver Hamp mRNA level measured by reverse transcription-polymerase chain reaction
analysis (Figure 2) revealed that the iron-supplemented group (Fe) experienced an increase of about
three times that of the liver Hamp mRNA levels (p = 0.012). The Hamp mRNA level in the liver

was significantly lower in the group receiving a diet with Tucum (Tuc) than in the Control group (p
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= 0.020). Adding tucum to the iron-supplemented diet (TucFe) significantly reduced the level of
Hamp mRNA in the liver relative to that of the Fe group (p= 0.023), making this value no different
from the Control group (Figure 2).

3.2. Daily tucum consumption induces Nrf2 expression in the liver and inhibits catalase

expression in the spleen.
3.2.1. NRf2 expression

The iron-supplemented diet increased the level of Nrf2 mRNA in the spleens and intestines of
the Fe group when compared with the Control group (p = 0.046 and 0.028, respectively), and the
group treated with tucum experienced an increase of this value in the liver relative to the Control
group (p < 0.001). The addition of tucum to the iron-supplemented diet resulted in an enhanced
increase in the liver Nrf2 mRNA level relative to the Control group and a slightly enhanced increase
of this value relative to the Fe group (p =0.034 and 0.061, respectively). In the spleens of the TucFe
group, the Nrf2 mRNA level was slightly reduced relative to that of the Fe group (p = 0.054). The
inhibitory effect of tucum on iron-induced Nrf2 expression was not observed in the intestines of

these rats (Figure 2).
3.2.1. Catalase expression

Catalase mRNA levels in the rat liver, spleen and intestine were analyzed. Figure 2 shows that
catalase mRNA levels were lower in the spleen of rats that received tucum (Tuc and TucFe groups)
compared to the Control group (p = 0.039 and 0.048, respectively); however, no change was found

in the catalase activity of the spleen among the groups (Table 3).

3.3. Daily tucum consumption reduces the activities of catalase, glutathione reductase and

glutathione peroxidase that were increased by iron supplementation in a tissue-dependent manner.

The enzyme activities of catalase, glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase,
glutathione-s-transferase (GST) and NADPH oxidase (Nox) were assayed in rat liver, spleen,
intestine, kidney, heart and brain homogenates, and the results are presented in Table 3. An iron-
supplemented diet significantly increased the specific activity of CAT and GST in the kidney and
intestinal GPx of Fe rats relative to the Controls (p = 0.031; 0.015 and 0.046, respectively), but it
significantly decreased the GR activity in the brain (p = 0.015). Tucum consumption did not

significantly change the specific activities of the analyzed enzyme in the Tuc group. However, the
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consumption of tucum by the iron-supplemented group (TucFe) significantly reduced the CAT, GR
and GST activities in the kidney and the intestinal GPx in comparison with the Fe group (p = 0.033;
0.014; 0.006 and 0.027, respectively) and it also reduced the activity of the pro-oxidant NADPH
oxidase enzyme in the heart relative to the Fe group (0.038). A significant reduction in the spleen

GR activity was also observed in TucFe relative to the Control group (p = 0.008).

3.4. Daily tucum consumption increases antioxidant activity and protects tissues against oxidative

damage

Malonaldehyde (MDA) and carbonyl protein levels were analyzed as markers of molecular
oxidative damage in the rat tissue homogenates and the results are presented in Figures 3 and 4.
Giving dietary iron supplements over 30 d significantly increased the level of liver MDA relative to
the Control group (p = 0.002). The consumption of tucum by iron-supplemented rats significantly
decreased the level of liver MDA relative to the Fe group (p = 0.008) (Figure 3). There was also
significantly reduced lipid peroxidation in the spleens from Tuc rats relative to the Control group (p

=0.019).

With regards to protein oxidation, we found a significant reduction in the spleen carbonyl
level in rats that had received a diet with added tucum from both groups relative to the Control rats

(p=0.001 and 0.017).

The serum antioxidant capacity (as measured by FRAP assay) was significantly higher in the
rats receiving a tucum diet and even in those receiving an iron-supplemented diet relative to the
Control (p = 0.006 and 0.011, respectively). A positive tucum consumption effect was also

observed on the serum antioxidant capacity in TucFe rats relative to the Fe rats (p = 0.022) (Fig. 5)

4. Discussion

Our previous study was performed in vitro, and it showed that Tucum, a fruit that is native
to the Cerrado, has more phenolic compounds and higher antioxidant activity (AA) than the Red
Delicious apple *”, which has a high known AA ©7*” In the present study, we analyzed the effects
of daily Tucum (pulp and peel) consumption on the oxidative stress induced by an iron-

supplemented diet in Wistar rats to discover if the tucum fruit exhibited any in vivo AA.
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Iron is a key element in several physiological processes such as oxygen and electron
transport in the respiratory chain. It is a cofactor in DNA synthesis among other processes, but it
also acts as a catalyst in the reactions that produce free radicals, which has most likely been a
challenge during the evolution of living organisms. In mammals, body iron homeostasis is
maintained by hepcidin, a liver hormone. The levels of this hormone regulate the uptake and
exportation of iron by enterocytes and macrophages, respectively, which orchestrate tissue iron
levels and mobilization. In turn, the body iron status regulates the synthesis of hepcidin hormone,
which adjusts the body's iron demands through iron mobilization and intestinal absorption by

“D High levels of transferrin saturation induces the

regulating the level of ferroportin protein
expression of liver hepcidin. Once hepcidin enters the bloodstream, it binds to ferroportin, a protein
associated with enterocyte cell membranes and splenic macrophages, which are responsible for iron
exportation. The hepcidin-ferroportin complex is internalized into the cell where ferroportin is
degraded, resulting in the reduction of cellular iron exportation into the bloodstream “**¥. Blood
levels of hepcidin also seem to modulate the synthesis of divalent metal transporter (Dmt-1), the
main iron carrier protein located in the apical membrane of enterocytes “h

Despite this fine molecular regulation of the intestinal iron absorption mechanism, the
chronic consumption of an iron-enriched diet results in tissue iron overload % *. This study
confirmed those findings, showing that iron supplementation promoted an increase in serum iron
levels and transferrin saturation in the Fe group, which can in turn explain the induction of liver
hepcidin transcription (Figure 2) and iron accumulation in the livers, spleens and intestines of these
rats (Figure 1). Iron-supplemented rats also displayed reduced levels of ferroportin mRNA in the
spleen, which may contribute to the accumulation of iron in this organ. In addition, iron
supplementation increased liver lipid oxidation and the activities of some antioxidant enzymes,
namely catalase and glutathione S-transferase in the kidney and glutathione peroxidase in the
intestine, and it further reduced the activity of glutathione reductase in the brain (Table 3). These
results demonstrate the oxidative effect of iron overload on tissues.

In contrast, adding tucum to the AIN-93G diet significantly reduced intestinal iron levels
(Figure 1), decreased oxidative stress in the spleen (Figures 3 and 4) and increased the serum
antioxidant activity relative to the control group (Figure 5). In addition, tucum consumption down-

regulated liver hepcidin, which could explain the reduced level of iron in the intestine.

Another finding that reinforces the down-regulatory effect of tucum on the synthesis of liver

hepcidin was observed in the iron-supplemented rat group that received a diet containing Tucum.
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Despite ingesting the same amount of iron as the Fe group, the TucFe rats did not accumulate iron
in the spleens and intestines, unlike Fe rats (Figure 1). These results reflect the reduced hepcidin
levels found in the TucFe group relative to the Fe group (Figure 2), which led to a high iron
mobilization from the spleen and intestine, resulting in similar iron levels in these two tissues to
those found in Control rats. These results strengthen the evidence that tucum has bioactive

molecules that modulate hepcidin expression.

The effect of tucum on iron mobilization as well as on the oxidative status of rats was
reinforced by the results found in the iron-supplemented rats receiving a diet with tucum (TucFe).
The addition of tucum to the iron-supplemented diet significantly reduced the levels of serum iron
and transferrin saturation (Table 2). Tucum also abolished iron-induced changes in antioxidant
enzyme activities in the kidneys, as well as in the intestine and brain relative to the Fe group (Table
3). Moreover, Tucum consumption protected rat livers against oxidative damage that was induced
by iron overload (Figure 3). Finally, tucum consumption also suppressed the up-regulation of
hepcidin in the liver induced by iron supplementation (Figure 2), resulting in the reduction of iron
levels in the spleens and intestines of Fe rats, which were not different from the control rats (Figure
1). The slight reduction in the levels of iron found in the tissues of the TucFe rats relative to the Fe
rats reinforces the down-regulatory effect of tucum on hepcidin gene expression. These results,
beside the increase of antioxidant activity found in the blood serum of Tuc and Tuc-Fe groups
(Figure 5) suggest that tucum exerts some "in vivo" antioxidant activity by regulating the iron
content in the tissues.

In a recent study, Guan and collaborators (2013) “*® identified a hepcidin expression
inhibitor in Caulis spatholobi, a Chinese medicinal plant. Earlier studies performed by Pearson and
collaborators (2008) “” in mice showed that resveratrol alters gene expression patterns in multiple
tissues that parallel those induced by dietary restriction (DR) through every-other-day feeding.
These authors concluded that the action of resveratrol mimics the capacity of dietary restriction
(DR) to delay age-related diseases in mice. However, in opposition to our findings, the authors
observed an increase in hepcidin gene expression in mice treated with resveratrol. These results are
inconsistent with the age delay, which the authors suggested as an effect of resveratrol because

hepcidin is actually an age marker, i.e., younger animals have less hepcidin than older animals “*.

Okada and collaborators “® found that increasing the Nrf2 expression resulted in reduced

intracellular iron levels in hepatocytes. In the present study, although tucum-treated rats showed
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increased liver Nrf2, they did not show lower liver iron levels; instead, low iron levels were found

in the intestines of Tuc rats.

Both tucum and/or iron-supplementation treatments simultaneously altered the expression of
liver hepcidin and tissue Nuclear Factor-Erythroid 2 - Related Factor 2 (Nrf2). An Nrf2 role in
regulating genes involved in antioxidant defenses has been widely reported "> *”. Findings in the
literature have shown that increased oxidative damage induces Nr/2 gene expression °V. Recently,
Moon and collaborators (2012) ©" found that elevated hepatic iron activates the Nrf2-regulated
pathway in a mouse model of dietary iron overload. One year earlier, Harada et al. (2011) ©?
observed that Nrf2 increases iron export in peritoneal macrophages by inducing ferroportin
synthesis. In the present study, iron supplementation did not increase liver Nrf-2 transcripts, but it
up-regulated Nrf2 gene expression in the spleen and intestine of Fe rats. However, we did not find
an enhancement of iron mobilization in these tissues; instead, the iron-supplemented rats
experienced ferroportin gene down-regulation and higher spleen iron concentrations. This result
was associated with the up-regulation of hepcidin found in the liver of iron-supplemented rats,
suggesting that hepcidin suppressed the iron mobilization induced by Nrf2, resulting in tissue iron
overload. By contrast, in spite of the iron overload found in the spleen and intestine of iron-
supplemented rats, there was no increase in the oxidative damage in these tissues, suggesting an
antioxidant effect mediated by iron-induced Nrf2 in the spleens and intestines of the supplemented
rats.

Tucum consumption suppressed iron-induced Nfr2 expression in the spleen along with a
significant reduction in oxidative protein damage. These results suggest that the antioxidant effect
of tucum could be mediated by a reduction in the intracellular iron levels, which were induced by a
low level of hepcidin. Thus, the down-regulation of Nrf2 observed in the spleen of iron-
supplemented rats who received tucum could be mediated by a reduction in the carbonyl level,
which was in turn a consequence of the slight iron level reduction. Similar to the spleen results, iron
supplementation also up-regulated Nrf2 gene expression in the intestines of Fe rats and
simultaneously increased the intestinal GPX activity (Table 3), which was reduced in iron-
supplemented rats treated with tucum. Furthermore, TucFe rats also showed a slight reduction in
intestinal iron (p= 0,095) and carbonyl (p=0,089) levels relative to the Fe rats. These results
suggested that Nrf2 was induced by increased oxidative stress, and the antioxidant effect of tucum

suppressed the oxidative stress-induced up-regulation of Nrf2.
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Several studies have indicated the consumption of fruits or fruit extracts attenuates oxidative
stress by up-regulating Nrf2-dependent antioxidant enzymes "> ****) Early studies performed in
cells suggest that both curcumin and resveratrol can activate Nrf2, promoting its nuclear
translocation by disrupting the Nrf2-Keapl complex '* **). Naturally occurring compounds confer
protection against subsequent toxic/carcinogenic exposure °®. A recent study carried out in our
laboratory identified high levels of three antioxidant compounds in tucum, namely flavanols (717.6
mg catechin/100 g), yellow flavonoids (42.3/100 g) and anthocyanins (83.2 mg/100 g), as well as
Vitamin C (78.4 mg/100 g) “”. Thus, one of the antioxidant compounds in tucum could have the
capacity to modulate Nrf2 gene expression in rat liver, which could in turn regulate the expression
of genes that express antioxidant enzymes. The down-regulation of hepcidin observed in Tuc rats
may be independent of Nrf2 up-regulation. Harada et al. (2011) ® observed that sulforaphane, an
activator of Nrf2 that is present in broccoli, independently decreased the mRNA hepcidin levels of
Nrf2 expression.

A recent study performed in male Sprague-Dawley rats showed that blackberry extract
inhibited lipid peroxidation and increased the activity and protein expression of antioxidant
enzymes by activating Nrf2 in CCl4-treated rats. In addition, it significantly decreased aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels in CCl4-treated rats, suggesting
that blackberry extract is protective against acute hepatic damage by oxidative stress °*. In the
present study, Tucum consumption significantly reduced oxidative iron-induced liver injury as
measured by the lipid peroxidation assay. However, the increase in Nrf2 transcripts found in livers
from tucum-treated rats (Figure 2) did not affect the activity of the four studied antioxidant enzymes
(catalase, GR, GPx and GST, and Nox enzyme activity, as shown in Table 3). Moreover, although
Tucum consumption significantly reduced the MDA and carbonyl levels in Tuc rat spleens, no
significant alteration was found in the activity of the five enzymes studied, or in the NfR2 transcript
levels in the spleen.

In conclusion, the results indicate an important role for iron in the redox state of tissue-iron
stores and suggest that one or more Tucum compounds simultaneously up-regulate the expression
of Nrf2 and down-regulate the hepcidin gene in the liver. The antioxidant mechanism of tucum
appears to be associated with increased iron mobilization from the tissue stores and is mediated by
low levels of hepcidin, which prevents the accumulation of iron in the tissues and thereby reduces

iron-induced cellular oxidative stress.
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TABLE 1 Dietary compositions

Diet' (g/kg)

Components CNT Fe Tuc  Tuc+Fe
Cornstarch 397.5 397.5 3696 369.6
Starch (tucum) n.a. n.a. 27.8 27.8
Protein (casein) 200.0 200.0 1983 198.3
Protein (tucum) na. na. 1.7 1.7
Dextrinized starch 132.0 132.0 1320 132.0
Sucrose 100.0 100.0 100.0 100.0
Soybean oil 70.0 70.0  69.7 69.7
Tucum fat n.a. n.a. 0.3 0.3
Fiber 50 50 47.5 47.5
Fiber (tucum) n.a. n.a. 2.5 2.5
Vitamin mix 10.0 10.0 10.0 10.0
Mineral mix without Iron 350 35.0 35.0 35.0
L-cystine 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 25 2.5 2.5
Iron 0.035 0.350 0.037 0.350
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! Control group (CNT): AIN-93G rodent diet (n=5); Tron-supplemented group (Fe): AIN-93G

rodent diet iron-supplemented (350 mg of iron/kg diet, in the form of ferrous sulfate heptahydrate)

(n=7); Tucum group (Tuc): AIN-93G diet containing 15% Tucum (pulp and peel) (n = 6); Tucum-

Iron-supplemented group (Tuc-Fe): AIN-93G diet with iron supplementation (350 mg of iron/kg)

and 15% tucum (N=5) (Treatment: 30 days). n.a.: not available.
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TABLE 2 Effects of tucum [Bactris setosa Mart.] consumption on serum iron parameters in rats

treated with a AIN-93G diet supplemented or not supplemented with iron for 30 days'.

Serum Iron Parameters

CNT Fe Tuc TucFe
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Serum Iron (pg/dL) 103.4 422 222.7% 533 128.5 31.5 748t 133
UIBC (pg/dL) 266.0 93.0 2488 713 276.0 43.5 3103 158
TIBC (ng/dL) 403.9 249 4384 736 397.7 50.7 385.1 174
Transferrin Saturation (%) 25.9 11.7 50, 7% 8.6 323 6.9 194+ 3.1
Transferrin (mg/dL) 282.7 174 307.0 51.5 278.4 35.5 2096 122

'"Values are the means + SD. Means with (') differ from the Control group and those with (") differ
from the Fe group in the Test T for independent samples, P < 0.05. CNT; this group received rodent
diet, AIN-93G (n = 5); Fe, this group received iron-supplemented rodent diet, AIN-93G, containing
350 mg iron/kg diet (n = 7); the Tuc group received a rodent diet with 150 g of tucum (pulp and
peel)Vkg diet (n = 6); Tuc + Fe, this group received a rodent diet with 350 mg iron/kg diet of iron
supplementation plus 150 g of tucum (pulp and peel)/kg diet (n = 5).
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TABLE 3 Effects of dietary iron supplementation and tucum on the activities of the following
enzymes': catalase (CAT), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPX), glutathione
s-transferase (GST) and NADPH oxidase (NOX); these activities were studied in the livers, spleens,

intestines, kidneys, hearts and brains of rats.

CAT (U/mg)
CNT Fe Tuc TucFe
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Liver 187.4 11.2 190.0 30.2 194.7 13.6 181.2 15.7
Spleen 474 10.5 49.2 9.8 414 5.4 42.9 5.9
Intestine 122 34 10.9 6.5 12.9 2.8 11.8 3.4
Kidney 178.4 33.6 250.8% 52.3 191.2 14.6 172.6% 19.1
Heart 244 4.2 26.7 3.7 23.0 54 21.3 4.9
Brain 5.8 2.1 5.3 1.4 4.9 0.9 4.4 0.6
GR (U/mg)
Liver 31.0 6.0 31.5 38 28.6 4.8 28.3 2.0
Spleen 31.0 37 27.0 5.5 24.6 7.0 23 5% 1.8
Intestine 87.5 256 77.6 9.0 83.1 15.6 79.1 14.2
Kidney 93.6 11.2 105.7 15.5 92.9 15.0 81.07 11.8
Heart 8.3 1:5 7.6 1.1 8.9 2.9 7.9 1.6
Brain 17.9 2.7 13.9% 1.7 15.0 4.1 14.6 3.0
GPX (U/mg)
Liver 719.2 89.1 651.0 142.7 659.5 165.7 659.2 97.4
Spleen 291.3 79.2 333.8 121.4 288.7 104.6 287.8 108.9
Intestine 1128 438 264.1%  124.2 137.9 64.9 112.1F 46.3
Kidney 337.3 67.0 408.7 111.2 3984 850 355.0 40.4
Heart 3734 1199 3423 128.5 375.6 60.5 372.6 74.5
Brain 474 21.7 44.8 16.6 44.6 11.1 37.7 8.9
GST (U/mg)
Liver 213.1 36.2 202.0 32.8 197.2 13.7 217.7 43.8
Spleen 15.1 2.7 21.0 8.1 20.4 8.2 19.2 23
Intestine 151.9 61.6 142.3 34.6 122.3 11.8 172.9 41.7
Kidney 169.6  26.0 215.8% 25.2 176.1 28.7 162.5t 234
Heart 10.5 2.7 11.4 4.8 99 44 12.1 43
Brain 39.5 72 42.7 2.3 404 7.9 44.7 6.5
NOX (U/mg)
Liver 1.2 0.3 1.3 0.3 1.4 0.2 0.8 0.4
Spleen 2.7 0.6 2.5 0.3 2.0 0.5 2.6 0.1
Intestine 4.0 0.6 4.7 1.0 44 1.2 38 1.4
Kidney 0.7 0.2 1.0 0.3 0.9 0.2 0.7 0.2
Heart 0.7 0.3 0.7 0.3 0.7 0.3 0.47 0.1

Brain 1.0 0.2 0.9 0.1 0.9 0.2 1.0 0.1
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! The data are expressed as the means+SD. Control (CNT): AIN-93G Rodent diet (n=5); iron (Fe):
control diet iron supplemented with 350 mg of iron/kg (n=7); Tucum (Tuc): Control diet modified
with 15% fruit tucum; or Control diet plus 350 mg of iron as FeSO4 7H,O plus 15% fruit tucum
(Tuc +Fe). Treatment period: 30 days. CNT (n=5); Fe (n=7); Tuc (n=6); Tuc + Fe (n=5). Means
with (*) differ from the Control group; (1) differ from the Fe group in the Test T for independent
samples, P < 0.05.
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FIGURE 1. Tucum consumption tends to reduce liver and intestine iron overload as induced by an
iron-supplemented diet in rats. Iron concentrations in the tissues of rats receiving AIN-93G chow
(CNT group, n=5); iron-supplemented chow (Fe group, n=7); tucum added to the chow (Tuc group,
n=6); iron-supplemented chow plus tucum (TucFe, n=5). Values are the means + SD. Means with
(*) differ from the Control group; () differ from the Fe group in the Test T for independent
samples, P < 0.05.
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FIGURE 2 Effects of dietary iron supplementation and tucum on the gene expression in the livers,

spleens and intestines of rats. Control (CNT): AIN-93G rodent diet; iron (Fe): control diet plus 350

mg of iron supplementation in the form of ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4 7H,0); tucum (Tuc):

control diet plus 15% fruit tucum; or tucum plus iron (Tuc +Fe): control diet plus 350 mg of iron as
FeSO4 7TH>0 plus 15% fruit tucum. Treatment period: 30 days CNT (n=5); Fe (n=7); Tuc (n=0);
Tuc + Fe (n=5). Arbitrary unit (AU). The data are expressed as the means+SD. Means with (*)

differ from the Control group; () differ from the Fe group in the Test T for independent samples, P

<0.05.
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FIGURE 3 Effects of iron supplementation and tucum consumption over 30 days on lipid
peroxidation in the livers, spleens, intestines, kidneys, hearts and brains of rats. Control (CNT):
AIN-93G rodent diet; iron (Fe): control diet plus 350 mg of iron supplements in the form of ferrous
sulfate heptahydrate (FeSO; 7H,0); tucum (Tuc): control diet plus 15% fruit tucum; or tucum plus
iron (Tuc +Fe): control diet plus 350 mg of iron as FeSO4 7H>0 plus 15% fruit tucum. CNT (n=5);
Fe (n=7); Tuc (n=6); Tuc + Fe (n=5). The data are expressed as the means + SD. Means with (¥)
differ from the Control group; (1) differ from Fe group in the Test T for independent samples, P <
0.05.
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FIGURE 4 Effects of iron supplementation and tucum consumption over 30 days on protein
damage in the livers, kidneys, intestines, hearts, spleens and brains of rats. Control (CNT): AIN-
93G rodent diet; iron (Fe): control diet plus 350 mg of iron supplementation in the form of ferrous
sulfate heptahydrate (FeSO,; 7H,0); tucum (Tuc): control diet plus 15% fruit tucum; or tucum plus
iron (Tuc +Fe): control diet plus 350 mg of iron as FeSO4 7H,0 plus 15% fruit tucum. CNT (n=5);
Fe (n=7); Tuc (n=6); Tuc + Fe (n=5). The data are expressed as the meanstSD. Means with (*)
differ from the Control group in the Test T for independent samples, P < 0.05.
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FIGURE 5 Effects of iron supplementation and tucum consumption on the serum antioxidant
capacity as measured by FRAP reagent in rats that were treated for 30 days. Control (CNT): AIN-
93G rodent diet; iron (Fe): control diet plus 350 mg of iron supplementation in the form of ferrous
sulfate heptahydrate (FeSO,; 7H;0); tucum (Tuc): control diet plus 15% fruit tucum; or tucum plus
iron (Tuc +Fe): control diet plus 350 mg of iron as FeSO4 7H>0 plus 15% fruit tucum. CNT (n=5);
Fe (n=7); Tuc (n=6); Tuc + Fe (n=5). The data are expressed as the means+SD. Means with (*)
differ from the Control group; (1) differ from the Fe group in the Test T for independent samples, P
<0.05.



