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Resumo

RESUMO

O diabetes é uma doenca multifatorial caracterizada pela presenca de hiperglicemia em
consequéncia da deficiéncia de insulina ou da resisténcia de tecidos periféricos a esse
hormonio. A hiperglicemia cronica presente no diabetes tem sido relacionada ao
desenvolvimento de estresse oxidativo, o qual, por sua vez, tem papel importante no inicio
e progressdo das complicagOes da doenca. Por isso, tem-se investigado os efeitos de
compostos fendlicos na prevencdo das complicacBes relacionadas ao diabetes. Neste
contexto, a jabuticaba (Plinia trunciflora) ganha cada vez mais destaque, ja que € uma
fruta nativa do Brasil, rica em compostos fenolicos, que se concentram principalmente na
casca. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica do extrato
aquoso de casca de P. trunciflora e o seu efeito sobre marcadores metabdlicos e
hematoldgicos, funcdo mitocondrial e estresse oxidativo de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. A composi¢do quimica foi determinada através de analise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ja para a avaliacdo dos efeitos biologicos, 24
ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle de ratos
saudaveis, um grupo de ratos saudaveis que receberam extrato (0,5 g/kg) por gavagem,
um grupo controle de diabéticos e um grupo de diabéticos que recebeu extrato (0,5 g/kg)
por gavagem. Apos 30 dias de tratamento, os ratos foram eutanasiados e 0 sangue € 0
figado foram coletados para as avaliagdes. Os ensaios de cromatografia mostraram a
presenca de compostos como é&cido galico e ferralico, catequina, epicatequina,
epigalocatequina, epigalocatequina galato, rutina, quercetina, miricitina e naringina no
extrato. Foi possivel observar uma reducdo significativa dos niveis séricos de
triglicerideos, colesterol total e ndo-HDL nos ratos diabéticos tratados com o extrato,
além de um aumento no colesterol HDL, tanto no grupo de ratos saudaveis quanto no

grupo de diabéticos que receberam extrato. Apds o tratamento, houve também a restaura-

XV



Resumo

cdo da contagem de linfdcitos e leucdcitos totais nos ratos diabéticos. Além disso, 0
tratamento com o extrato melhorou a capacidade antioxidante total do soro, tanto nos
ratos saudaveis quanto nos ratos diabéticos, e foi capaz de reduzir os danos oxidativos a
lipideos e proteinas e modular as enzimas antioxidantes, tanto no soro quanto no figado
do grupo de ratos diabéticos. Observou-se ainda que o extrato foi capaz de modular a
atividade dos complexos I, Il e 1l da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e a
expressao da proteina sirtuina 3. Juntos, estes resultados demonstram o potencial do
extrato de P. trunciflora na modulacéo das alteracdes metabolicas, hematolégicas e de
estresse oxidativo induzidas pelo diabetes, tornando-o, desta forma, uma alternativa com

potencial para a prevencgdo das complicacdes relacionadas a essa doenca.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Estresse Oxidativo, Mitocondria, Lipideos,

SIRT3
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Abstract

ABSTRACT

Diabetes is a multifactorial disease characterized by the presence of hyperglycaemia as a
consequence of insulin deficiency or the resistance of peripheral tissues to this hormone.
The chronic hyperglycemia present in diabetes has been related to the development of
oxidative stress, which, in turn, plays an important role in the onset and progression of
the complications of the disease. Therefore, the effects of phenolic compounds have been
investigated in the prevention of complications related to diabetes. In this context,
jabuticaba (Plinia trunciflora) gains more prominence, since it is a fruit native to Brazil,
rich in phenolic compounds, which concentrate mainly on the peel. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the chemical composition of the aqueous extract of P.
trunciflora peel and its effect on metabolic and hematological markers, mitochondrial
function and oxidative stress of diabetic rats induced by streptozotocin. The chemical
composition was determined by high performance liquid chromatography analysis.
Twenty-four male Wistar rats were divided into four groups: a control group of healthy
rats, a group of healthy rats receiving extract (0.5 g/kg) by gavage, a control group of
diabetics and a group of diabetics who received extract (0.5 g/kg) by gavage. After 30
days of treatment, rats were euthanized and blood and liver were collected for evaluation.
The chromatographic assays showed the presence of compounds such as gallic and
ferrulic acid, catechin, epicatechin, epigallocatechin, epigallocatechin gallate, rutin,
quercetin, myricitin and naringin in the extract. It was possible to observe a significant
reduction in serum triglycerides, total and non-HDL cholesterol in the diabetic rats treated
with the extract, as well as an increase in HDL cholesterol, both in the group of healthy
rats and in the group of diabetics who received extract. After treatment, lymphocytes and
total leukocytes were also restored in diabetic rats. In addition, treatment with the extract

improved the total antioxidant capacity of serum in both healthy and diabetic rats. Extract
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Abstract

was also able to reduce oxidative damage to lipids and proteins and modulate antioxidant
enzymes in both serum and liver of diabetic group. It was also observed that the extract
was able to modulate the activity of the complexes I, Il and Il of the mitochondrial
electron transport chain and the expression of the sirtuin 3 protein. Together, these results
demonstrate the potential of the P. trunciflora extract in the modulation of the metabolic,
hematological and oxidative stress changes induced by diabetes, thus making it an

alternative with potential for the prevention of complications related to this disease.

Key words: Phenolic Compounds, Oxidative Stress, Lipids, Mitochondria, SIRT3
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1. Introducdo

1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabolica complexa que se
caracteriza por uma incapacidade do organismo em controlar os niveis de glicose
sanguinea. O DM pode ser dividido em dois principais tipos, de acordo com a etiologia.
O DM tipo 1 (DM1) e caracterizado pela auséncia de produgdo de insulina e ocorre
principalmente em consequéncia da destruigdo autoimune das células B-pancreaticas. Por
outro lado, o DM tipo 2 (DM2) ocorre em decorréncia da resisténcia dos tecidos
periféricos a acdo da insulina e compreendem a maior parte dos casos da doenca.

O numero de pacientes diagnosticados com DM aumentou expressivamente nas
Gltimas décadas, o que a torna uma doenca epidémica e, consequentemente, um grande
problema de satde publica. Segundo a Federacdo Internacional do Diabetes, em 2015
existia uma estimativa de que a cada 11 adultos, 1 apresentava DM, o0 que representa cerca
de 415 milhdes de pessoas. As projecdes indicam que esses numeros continuardo
aumentando, sendo que se espera que cerca de 642 milhdes de pessoas sejam
diagnosticadas com DM até 2040. No Brasil, existiam, em 2015, cerca de 12 milhdes (6,1
%) de pessoas diagnosticadas com DM, sendo que neste mesmo ano ocorreram 62.466
mortes atribuidas a doenca. Além disso, no mundo, estima-se que existam cerca de 174,8
milhdes de casos nao diagnosticados da doenca.

Independentemente do tipo de DM, a hiperglicemia é uma das principais
alteracdes iniciais da doenca, sendo que o aumento da glicemia frequentemente ocorre
anos antes do diagndstico. Além disso, estudos demonstram que a hiperglicemia induz o
aumento de estresse oxidativo, o qual, por sua vez, € um dos principais responsaveis pelo
desenvolvimento das complicagOes relacionadas ao DM. Essas complicagbes incluem
nefropatia, neuropatia, retinopatia e as doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. As
alterac6es no perfil lipidico, comuns de ocorrerem em pacientes diabéticos, podem contri-
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1. Introducdo

buir para o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares, as quais sdo uma das
principais causas de morte nestes pacientes. Além disso, outra complicacdo comum em
pacientes com DM é a maior ocorréncia de alguns tipos de infe¢cdes, como, por exemplo,
cistite, pneumonia, tuberculose, infec¢des de pele e mucosas.

O tratamento do diabetes visa retardar o aparecimento de complicacfes da
doenca e impedir sua progressdo, principalmente mediante o controle glicémico.
Entretanto, sabe-se que entre 40 e 60 % dos pacientes com DM apresentam controle
glicémico deficiente, 0 que aumenta consideravelmente o estresse oxidativo e 0s riscos
de desenvolvimento de complicacbes. Neste contexto, a busca por tratamentos
alternativos, que auxiliem na diminuicdo dos danos oxidativos relacionados ao DM, tem
aumentado substancialmente. Os compostos fenolicos, produtos naturais largamente
distribuidos em frutas e vegetais e que estdo presentes na dieta humana, séo amplamente
estudados devido a sua capacidade de prevenir os danos oxidativos.

A jabuticaba € uma fruta nativa do Brasil, rica em compostos fenolicos. Trés
espécies tém distribuicdo natural e sdo cultivadas no pais, sendo elas a Plinia trunciflora
(O. Berg) Kausel, a Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e a Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel.
Nos Gltimos anos, a jabuticaba despertou interesse cientifico em relacdo aos possiveis
efeitos benéficos a saude. De fato, estudos ja demonstraram que as espécies P. cauliflora
e P. jaboticaba apresentam importantes atividades biologicas, tanto in vitro quanto in
vivo, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antiproliferativa, antifungica, dentre
outras, as quais sdo atribuidas principalmente aos flavonois e antocianinas que estdo
concentrados em sua grande maioria na casca da fruta. Entretanto, existem poucos estudos
sobre caracterizacdo quimica e efeitos biologicos da espécie P. trunciflora. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a composicao quimica e os efeitos do extrato aquoso de

casca de jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) sobre marcadores metabolicos,
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hematoldgicos, funcdo mitocondrial e estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes

induzido por estreptozotocina.



2. Revisdo da Literatura

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. ESTRESSE OXIDATIVO

Em organismos aerdbicos cerca de 85 a 90% do oxigénio celular é consumido
pelas mitocondrias para a producéo de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP).
Em consequéncia do metabolismo aerdbico, sdo formados, como subprodutos, os radicais
livres (RL) (Pamplona & Constantini, 2011; Sisein, 2014). Os RL sdo dtomos, moléculas
ou ions que apresentam pelo menos um elétron ndo emparelhado na camada de valéncia
0 que os torna instaveis e, desta forma, apresentam capacidade de reagir oxidando outros
atomos ou moléculas (Ferrari et al., 2011; Halliwell & Gutteridge, 2015). Frequentemente
os RL derivados do O; sdo incluidos na denominagédo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), as quais incluem, além dos RL, outras moléculas ndo apresentam elétrons
desemparelhados, mas que sdo da mesma forma reativas e capazes de gerar outras ERO
(Carocho & Ferreira, 2013; Panth et al., 2016).

Dentre as ERO estdo incluidos RL como os radicais anion superéxido (O2™),
hidroxil (HO"), alcoxil (RO") e peroxil (RO"), assim como as espécies ndo radicalares,
por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H-0.), o0 oxigénio singlet (*O2), o &cido
hipocloroso (HOCI) e 0 0zonio (Oz) (L et al., 2010; Halliwell & Gutteridge, 2015).

O principal mecanismo de formacdo de RL é através da reducdo do O2, que inicia uma
cascata de formacdo de outros RL e ERO. A adicdo de um elétron a molécula de O; leva
a geracdo de O.", o qual pode ser rapidamente degradado pela enzima antioxidante
superdxido dismutase (SOD), gerando H20, e O.. O H20. gerado a partir da reagdo
catalisada pela SOD, por sua vez, pode ser decomposto a H.O e O pelas enzimas catalase
(CAT) ou glutationa peroxidase (GPx). Por outro lado, o0 H20. pode ser convertido no
radical HO", na presenca de metais de transi¢do reduzidos, como o ferro (Fe*?), através
da reacdo de Fenton; assim como o O," pode reagir com o NO" resultando na formacéo

de de peroxinitrito (ONOQO") (Figura 1) (Pisoschi & Pop, 2015).
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Figura 1. Cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial, geracdo de ERO e defesas antioxidantes.

A CTE é constituida por quatro complexos protéicos (I-1V) e pela ATP sintase (V) localizados na

membrana interna da mitocondria. O complexo | oxida o NADH a NAD" e o complexo Il converte o

FADH, a FAD*, ambos gerados no ciclo do 4cido citrico. Os prétons (H") atravessam a membrana

mitocondrial interna através dos complexos I, Il e IV (setas em preto), formando um gradiente

eletroquimico. Os elétrons entregues nos complexos | e 11 sdo transferidos a coenzima Q (ubiquinona) e,

subsequentemente, transferidos ao complexo Ill, citocromo ¢ (Cit c) e, finalmente, ao complexo IV (o

fluxo de elétrons através da cadeia esta representado pela linha tracejada em vermelho). Do complexo

IV, os elétrons séo transferidos ao O que, juntamente com H* forma H.O. No complexo V, o gradiente

de prétons formado impulsiona a geragdo de ATP. Elétrons do complexo | e I1l podem reagir com o O»

formando O,". A enzima antioxidante SOD, presente na matriz mitocondrial, degrada o0 O2™ a H.O; que,

por sua vez, pode difundir através das membranas mitocondriais e ser decomposto pela enzima CAT ou

pela GPx a H.O e O,. Alternativamente, 0 O,™ pode reagir com o ON" formando o ONOO" ou, através da

reagdo de Fenton, reagir com metais de transi¢do, como o Fe?* formando HO". Fonte: adaptado de

Pamplona & Constanti, 2011.
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A geracdo de ERO pode ocorrer tanto através do metabolismo enddgeno quanto
ser induzida por fatores exdgenos. A maior fonte enddgena de geracdo de ERO é a
mitocdndria, onde 0 O>™ é formado a partir do escape de elétrons da cadeia de transporte
de elétrons (CTE) (Figura 1) (Rigoulet et al., 2011; Drose & Brandt, 2012). Estudos tém
demonstrado que alteragdes da atividade dos complexos | (NADH:ubiquinona redutase)
e Il (Citocromo-c redutase) leva ao aumento na geracdo de O," (Carrasco-Pozo et al.,
2011; Carrasco-Pozo et al., 2012; Sandoval-Acufia et al., 2014). Outras fontes enddgenas
de geracdo de ERO sdo as enzimas microssomais, como citocromo P450, e o0 metabolismo
de lipideos nos peroxissomos, 0s quais geram principalmente H2O,. Células fagocitarias
do sistema imune, como neutréfilos e macrofagos, apresentam um mecanismo de defesa
contra micro-organismos invasores que utiliza ERO formadas através da ativacdo da
enzima NADPH oxidase presente na membrana dessas células. Outras enzimas capazes
de gerar ERO incluem a citocromo-c oxidase e a xantina oxidase (Pisoschi & Pop, 2015).

Além da geracéo endogena continua de ERO, alguns fatores externos que podem
induzir a formacdo intracelular destas moléculas incluem a exposicdo a irradiacdo
ionizante (ultravioleta, raios-X e gama), poluentes atmosféricos, como didxido de
nitrogénio (NO3), farmacos e seus metabdlitos, constituintes do tabaco, etanol e pesticidas
(Phaniendra et al., 2015).

Em condicBes fisioldgicas normais, as células sdo capazes de manter a
homeostase do seu estado redox através da geracdo e eliminacdo de ERO. Além disso,
diversas evidéncias demonstram o papel das ERO na sinalizacdo celular de varios
processos fisioldgicos normais, tais como regulacdo da proliferacdo e de sobrevivéncia
celular (Ma, 2010; Shadel & Horvath, 2015).

Um aumento na formacdo de ERO ou uma alteragéo dos mecanismos celulares
de eliminagdo dessas moléculas devido a estimulos exdgenos ou alteragcdes metabolicas

enddgenas pode levar a um disturbio da homeostase redox da célula, conduzindo, desta


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phaniendra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25646037
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forma, a um estado de estresse oxidativo. Nesta situagdo, as ERO podem reagir com

componentes celulares, como lipideos, proteinas e nucleotideos, oxidando-os e resultando

em disfuncdo destas moléculas (Figura 2) (Pisoschi & Pop, 2015).

Fontes Endogenas
-Mitocondria
-Peroxissomos
-Citocromo P450
-NADPH Oxidase
-Oxido Nitrico Sintase

ONOO-

> H,0, HO' <
ERO

NO*

0,-

Fontes Endogenas
- Radiagdo (UV, Raios X)
- Poluentes Atmosféricos
- Farmacos
- Compostos do cigarro
- Etanol
- Pesticidas

Antioxidantes Endogenos
- Superoxido dismutase
- Catalase
- Glutationa Peroxidase
- Glutationa Redutase

.,

> S <

Antioxidantes Exégenos
- Vitamina C
- Vitamina E
- Carotenoides
- Compostos fendlicos

Morte celular
Doengas

Figura 2. Principais fontes enddgenas e exdgenas na geracdo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio e antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Fonte:

adaptado de Morry et al.

, 2017.

Os lipidios sdo as moléculas mais suscetiveis a modificacdo oxidativa,

especialmente aqueles presentes nas membranas, como 0s acidos graxos poli-insaturados

dos fosfolipidios. A peroxidacéo lipidica é iniciada através da reacdo de um RL com a

cadeia lateral de um é&cido graxo, removendo um atomo de hidrogénio de um carbono

metilico. Quanto mais ligacGes duplas estiverem presentes nas moléculas de acidos

graxos, mais facil de remover atomos de hidrogénio e, consequentemente, formar um

radical, o que faz com que os acidos graxos monoinsaturados e saturados sejam mais

resistentes a acdo dos RL do que os &cidos graxos poli-insaturados. A peroxidagdo lipidica

gera radicais que podem reagir com moléculas lipidicas subsequentes e propagar uma rea-
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cao em cadeia que, como resultado final, produz aldeidos, incluindo o malondialdeido e
0 4-hidroxi-2-nonenal, os quais também sdo toxicos e causam danos ao DNA e as
proteinas (Phaniendra et al., 2015; Gaschler & Stockwell, 2017).

A oxidag&o de proteinas pode ocorrer de trés diferentes formas, por exemplo, pela
modificacdo oxidativa de um aminoéacido especifico, clivagem peptidica mediada por
espécies reativas e formacdo de ligacGes cruzadas das proteinas com produtos da
peroxidacdo lipidica. As ERO podem induzir danos oxidativos em residuos de
aminodcidos especificos, tais como lisina, prolina, treonina e arginina, originando
derivados carbonilo. A presenca de grupos carbonila em proteinas tem sido considerada
como o marcador de oxidacdo de proteinas mediada por ERO. Os danos oxidativos a
proteinas podem afetar a funcdo de receptores, enzimas, anticorpos e proteinas de
transporte (Fedorova et al., 2013; Phaniendra et al., 2015).

O dano induzido pelos RL ao DNA pode causar alteracfes como a producdo de
sitios de base livre, delecdes, modificacdo de bases, frameshift, quebras de cadeias, cross-
links e rearranjos cromossomais. A oxidacdo do DNA pode produzir mutaces e
prejudicar vias de transcricdo e traducdo, comprometendo, assim, a sintese de proteinas
(Carocho & Ferreira, 2013).

O estresse oxidativo e os danos as biomoléculas por ele causados vém sendo
largamente associados a fisiopatologia de diversas doencas, tais como cancer, doencas
cardiovasculares, como aterosclerose e acidente vascular cerebral, hipertensao arterial,
inflamacdo, obesidade, desordens neuroldgicas, doengas neutrodegenerativas, como

Alzheimer e Parkinson, além do DM (Phaniendra et al, 2015).
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2.2. DIABETES MELLITUS E ESTRESSE OXIDATIVO

As doengas cronicas ndo transmissiveis, dentre as quais pode-se citar o DM, sdo
a principal causa de mortalidade e de incapacidade prematura na maioria dos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil (Malta et al., 2014, WHO, 2018).

O DM ¢ uma doenca metabolica cronica grave, de etiologia mdltipla,
caracterizada por um elevado nivel de glicose no sangue (hiperglicemia), e que apresenta
alterac6es no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. O DM pode ser resultante
de defeitos na secrecdo de insulina, em consequéncia da destruicdo das células f
pancreéticas, sendo classificado desta forma como DM do tipo 1 (DM1). J4 no DM do
tipo 2 (DM2) ocorre alteragdo na acdo da insulina, como resultado da perda da
sensibilidade de tecidos alvos ao horménio (Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes, 2018).

O DML1 é um disturbio autoimune crénico que tipicamente se manifesta na
infancia e adolescéncia e, embora seja menos comum, ele ainda representa cerca de 5 %
a 10 % de todos os casos diagnosticados de DM. Ja o DM2 é o mais comum, sendo
responsavel por cerca de 90 a 95 % de todos o0s casos da doenca. O numero de pessoas
com DM2 esta crescendo rapidamente em todo o mundo. Esse aumento esta associado ao
envelhecimento da populacdo, ao desenvolvimento econémico, ao aumento da
urbanizacdo, as dietas menos saudaveis e a reducdo da atividade fisica (Ferranti et al.,
2014; National Diabetes Statistics Report, 2017).

O DM ¢ uma doenca de grande preocupacdo para saude publica, ja que a sua
incidéncia e prevaléncia vém crescendo de forma proeminente nos ultimos anos, ja sendo
considerada uma epidemia mundial. A prevaléncia de DM no Brasil aumentou 69 % entre
1990 e 2015, passando de 3,6 % para 6,1 %, sendo que em 2015 existiam
aproximadamente 12 milhdes de pessoas vivendo com DM no pais. Além disso, um total

de 62.466 mortes foram atribuidas a0 DM em 2015 no Brasil (Duncan et al., 2017).
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Conforme os ultimos dados publicados pela Federagdo Internacional do
Diabetes, estimou-se que em 2015 haviam 415 milhdes de pessoas, com idade entre 20 e
79 anos, com diagnéstico de DM no mundo. Foram 5 milhGes de mortes atribuidas ao
DM naquele ano. Espera-se, para 2040, que o numero de pessoas entre 20 e 79 anos com
DM aumente para 642 milhGes. Além de a doenca limitar a qualidade de vida dos
individuos acometidos, acarreta altos custos para o controle e tratamento, sendo que em
2015 houve um gasto total estimado de cerca de 673 bilhdes de dolares com a doenca no
mundo (Ogurtsova et al., 2017).

A presenga de hiperglicemia cronica pode levar ao desenvolvimento de danos
celulares, principalmente naqueles tecidos ndo sensiveis a sinalizagdo de insulina, tais
como o rim, o sistema nervoso e o endotélio vascular, os quais estdo constantemente
expostos aos altos niveis de glicose. As complicacGes relacionadas ao DM incluem as
condi¢des microvasculares e macrovasculares. As anormalidades relacionadas aos vasos
sanguineos de menor calibre manifestam-se como retinopatia, nefropatia e neuropatia. As
complicacbes macrovasculares afetam médios e grandes vasos, nos quais ha
espessamento da parede das artérias devido ao acumulo de material graxo como colesterol
e triglicerideos (TG), em conjunto com uma resposta inflamatdria cronica da parede das
artérias, levando, desta forma, ao desenvolvimento de aterosclerose. Além da
aterosclerose, as principais complicacbes macrovasculares do DM incluem, ainda, a
doenca arterial coronariana e a doenca cerebrovascular (Fowler, 2011; Blake & Trounce,
2013). As alteracbes macrovasculares do DM estdo diretamente relacionadas a presenca
de dislipidemia, ou seja, aumento dos niveis séricos de colesterol total (CT), LDLe TG e
reducdo dos niveis de HDL, o que ocorre comumente no DM devido as alteracdes no
metabolismo dos lipideos (Chapman et al., 2011; Schofield et al., 2016). Existe uma
associacao positiva entre doenga cardiovascular aterosclerotica e niveis séricos de CT e

TG tanto no DM1 quanto no DM2 (Howard et al., 2000; West et al., 1983).
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Atualmente, evidéncias suportam o papel do estresse oxidativo na patogénese do
DM e suas complicagdes (Pitocco et al, 2013; Ullah et al., 2016). O aumento da
formagao de ERO pode levar a danos oxidativos as enzimas e a maquinaria celular devido
a sua capacidade de danificar lipidios, proteinas e DNA (Ullah et al., 2016). Estudos tém
demonstrado o papel da hiperglicemia na geracdo de estresse oxidativo, o que levaria a
disfuncédo endotelial em vasos sanguineos de pacientes com DM (Hoffman, 2015; Incalza
et al., 2018). O aumento nos niveis de glicose, juntamente com a dislipidemia, em
pacientes que sofrem de DM, leva ao desenvolvimento de macroangiopatias e,
consequentemente, a aterosclerose (Ullah et al., 2016).

Vérios estudos tém demonstrado a presenca de perturbacdo da funcéo
mitocondrial durante 0 DM, tanto em estados de deficiéncia de insulina, quanto em
resisténcia a insulina (Raza et al. 2011; Zhang et al. 2011; Blake & Trounce, 2013).
Acredita-se que a superproducdo de ERO ligada ao aumento da fosforilagdo oxidativa
possa ser um processo chave relacionado as lesdes celulares causadas pela hiperglicemia
no DM. De fato, sob altos niveis de glicose intracelular, a disponibilidade do substrato é
aumentada, impulsionando a oxidacdo do piruvato e o ciclo do acido citrico. Esse
processo levaria a um aumento de NADH e FADH., o que, por sua vez, levaria a um
aumento do gradiente de prétons através da membrana mitocondrial interna para além de
seu limite. Desta forma, acredita-se que aumento do gradiente de prétons leva a um
bloqueio na transferéncia de elétrons e isso propicia um aumento do escape de elétrons
CTE, que por sua vez, reduzem o O, formando o radical O>™ e dando inicio a cascata de
formacdo de outras ERO (Brownlee, 2001; Blake & Trounce, 2013). O aumento de
geracgdo do radical O>™ levaria a uma ativacdo de vias alternativas como a via do poliol, a
formacdo de produtos de glicacdo avancada, a atividade da proteina quinase C e o fluxo
da via da hexosamina. Estudos tém demonstrado que a ativacdo destas vias esta

relacionada ao desenvolvimento de complica¢6es do DM. Além disso, a producao aumen-
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da de radical O>" poderia induzir danos ao DNA mitocondrial (Brownlee, 2001).

A terapia medicamentosa do DM é essencial e foca justamente na normalizacdo
da glicemia. O tratamento inclui o uso de insulina em pacientes com DM1 e o uso de
medicamentos hipoglicemiantes e, em alguns casos, também o uso de insulina, para
pacientes com DM2. O uso de insulina é feito através da administracdo subcutanea, sendo
os tipos de insulinas mais comuns a NPH (Insulina Humana Recombinante), que
apresenta efeito prolongado, e a insulina regular, a qual apresenta acdo rapida. Dentre o0s
medicamentos disponiveis para o controle do DM2 estdo a classe das biguanidas, a qual
inclui a metformina, a classe das sulfonilureias, a qual inclui, por exemplo, a
glibenclamida, a classe das tiazolidinedionas, que inclui, por exemplo, a rosiglitazona, a
classe dos inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), na qual esta incluido, por
exemplo a sitagliptina, a classe dos inibidores do co-transportador de sodio-glicose 2
(SGLT2), que tem como exemplo a dapagliflozina, e a classe dos agonistas do peptideo-
1 semelhante ao glucagon (GLP-1), como a liraglutida (Chamberlain et al., 2016).

Apesar das diversas alternativas disponiveis para o tratamento do DM, entre 40
e 60 % dos pacientes com a doenca apresentam controle glicémico deficiente, o que
aumenta consideravelmente o estresse oxidativo e 0s riscos de desenvolvimento de
complicac@es (Bi et al., 2010; Mastura et al., 2011; Alzaheb & Altemani, 2018). Além
disso, alguns estudos tém demonstrado que mesmo com o controle glicémico, o estresse
oxidativo ainda pode persistir. Estudo de Gadjeva et al. (2017) comparou 0s nhiveis de
marcadores de estresse oxidativo em grupos de individuos com DM2, sendo um grupo
com bom controle glicémico, um grupo com controle glicémico deficiente e um grupo de
individuos saudaveis. Foi observado que tanto o grupo com bom controle glicémico
quanto o grupo com controle glicémico deficiente apresentaram altos niveis de producéo
de ERO, evidenciando que mesmo com a normalizacdo dos niveis de glicose, 0 estresse

oxidativo pode persistir. Além disso, Dal et al. (2015) demonstraram que ratos diabéticos
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induzidos por estreptozotocina apresentaram producdo de ERO aumentada no figado
depois de 4 semanas de terapia com insulina. Adicionalmente, estudo de Costantino et al.
(2017) demonstrou que ha um remodelamento epigenético em pacientes diabéticos, o que
leva a hipermetilacdo da proteina p66, por exemplo, uma proteina chave na regulagéo do
estresse oxidativo mitocondrial. Assim, mesmo apés a regulacdo dos niveis séricos de
glicose, o estresse oxidativo continua a ocorrer. Portanto, considerando este contexto, é
essencial a busca de alternativas para o tratamento do estresse oxidativo relacionado ao

DM e, desta forma, evitar as possiveis complicac@es.

2.3.SIRTUINAS E DIABETES MELLITUS
As sirtuinas (silent information regulators - SIRT) sdo um grupo de enzimas
com atividade de desacetilases que fazem parte da classe 111 de desacetilases de histonas.
Essas enzimas promovem a remoc¢do de grupos acetil de residuos de lisina de varias
proteinas alvo como, por exemplo, fatores de transcrigdo, histonas, enzimas especificas
incluindo superdxido dismutase de manganés e coativador do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo lo (PGC-1a) e outras proteinas diversas que tém papéis
importantes na homeostase celular (Li et al., 2015). A atividade desacetilase dessas
enzimas € dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD™) como
cofator (Turkmen et al., 2014; Li et al., 2015). Desta forma, atraves da desacetilacédo, as
SIRT regulam uma diversidade de proteinas importantes, que, por sua vez, modulam uma
ampla variedade de processos relacionados ao metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios, homeostase mitocondrial e mecanismos relacionados a morte celular, como a

apoptose (Guarente, 2011; Turkmen et al., 2014).
As SIRT existem em um grande nimero de organismos, desde bactérias até
mamiferos, sendo, portanto, evolutivamente conservadas (Busconi et al., 2009;

Houtkooper et al., 2012). Em humanos sdo conhecidas sete diferentes SIRT (SIRT1-7)
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que apresentam diferentes localizagdes subcelulares. As SIRT1 e SIRT2 sdo encontradas
no citoplasma e no ndcleo (Feldman et al., 2015), as SIRT3, SIRT4 e SIRT5 sdo
encontradas na mitocondria (Fischer et al., 2012; Laurent et al., 2013; Feldman et al.,
2015) e as SIRT6 e SIRT7 sdo encontradas no nucleo (Pan et al., 2011).

A SIRT3 de mamiferos é expressa em uma variedade de tecidos. Estudos
realizados em diferentes tecidos de camundongo mostram alta expresséo da proteina nos
rins, cérebro e coracdo, seguidos por figado e testiculos, e uma menor expressao no
pulmé&o, ovério, bago e timo. Em tecidos humanos observa-se um padrdo de expressao
semelhante (Jin et al., 2009; Nogueiras et al., 2012). A SIRT3, a mais estudada dentre as
sirtuinas, localizada na mitocondria, desacetila varias proteinas mitocondriais, dentre elas
os complexos da CTE, desta forma, desempenhando papel na regulacdo da producao de
ATP. A SIRT3 regula também a enzima antioxidante MnSOD, desempenhando papel
importante na regulacdo do estresse oxidativo (Nogueiras et al., 2012).

Um estudo demonstrou que a SIRT3 desacetila uma ou mais proteinas do
complexo | (CI) da CTE, incluindo a NDUFA9. A atividade do CI é inibida em
camundongos com SIRT3 desativada, com consequente reducao dos niveis de ATP. Por
outro lado, a atividade deste complexo é potencializada em mitocondrias que foram
expostas a niveis aumentados de SIRT3 (Bause & Haigis, 2013). Além disso, a SIRT3
liga-se e desacetila diretamente o complexo Il (CIl) da CTE regulando a sua atividade
enzimatica. Observou-se que ratos com SIRT3 silenciada apresentam hiperacetilacdo do
Cll em lisados mitocondriais, levando a diminuicdo da atividade deste complexo em
comparacdo com tecidos de tipo selvagem (Finley et al., 2011).

Em estudo utilizando imunoprecipitacao de lisados mitocondriais de musculo de
ratos do tipo selvagem ou com SIRT3 silenciada identificou-se uma subunidade do
complexo I11 (ClIl) como um alvo potencial de SIRT3 (Bause & Haigis, 2013). Se a

interacdo de SIRT3 com esta subunidade do ClII resulta na regulagéo da atividade enzi-
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matica, permanece a ser determinada. Adicionalmente, um estudo utilizando
experimentos in vitro, com cultura de células, e in vivo, com tecidos de ratos, demonstrou
que as proteinas F1 alfa, beta, gama e a proteina que confere sensibilidade a oligomicina
da ATP sintase contém grupos acetil-lisinas especificas para SIRT3 que sdo conservadas
de forma evolutiva. Estes resultados sugerem que a SIRT3 desempenha um papel
importante na regulacdo da sintese de ATP nas mitocdndrias e, portanto, € um regulador
potencial do metabolismo energético mitocondrial (Vassilopoulos et al., 2014).

Diversos estudos suportam o envolvimento de alteracGes da expressao de SIRT3
na patogénese de doencas como, por exemplo, varios tipos de cancer (Liu et al., 2014;
Cui et al., 2015; Torrens-Mas et al., 2017; Huang et al., 2017) doengas cardiovasculares
(Porteretal., 2014; He et al., 2016) e doencas neurodegenerativas (Liu et al., 2015; Zhang
et al., 2016) além de doencas metabolicas como o DM (Caton et al., 2013; Turkmen et
al., 2014; Zhou et al., 2017).

Em estudo de Hirschey et al (2011) foi demonstrado que uma dieta com alto teor
de gordura induz hiperacetilacdo de proteinas mitocondriais em hepatdcitos de
camundongos em virtude da regulacdo negativa de SIRT3 mitocondrial. Em decorréncia
disso, observou-se desenvolvimento de forma mais proeminentes de obesidade,
resisténcia a insulina, hiperlipidemia e esteato-hepatite nos camundongos com SIRT3
silenciada em comparacdo com camundongos selvagens.

Também foi demonstrado que os niveis diminuidos de SIRT3 no mdusculo
esquelético de camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) e de ratos
obesos induzidos por dieta rica em gordura eram um componente importante da
patogénese do DM2. Os camundongos com SIRT3 silenciada exibiram diminui¢cdo do
consumo de oxigénio e aumento do estresse oxidativo devido a disfuncdo mitocondrial

via hiperacetilacdo do ClI e CIl1 da CTE mitocondrial (Jing et al., 2011).
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Além disso, estudos relacionam alteragdes na expressdo de SIRT3 com
desenvolvimento de complicacOes relacionadas ao DM. Estudo de Yu et al. (2017)
demonstrou que a deficiéncia de SIRT3 leva a exacerbacdo da disfuncdo cardiaca
relacionada ao DM. Adicionalmente, outro estudo mostrou que a perda de expresséo de
SIRT3 foi associada com a viabilidade diminuida em células endoteliais de pacientes com
DM e quando SIRT3 foi silenciada, houve uma diminuicdo da viabilidade de células
endoteliais expostas a condicdes de alta glicose (Liu et al., 2015). Desta forma, SIRT3
pode ser um alvo promissor para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento
do DM e suas complicagcfes. Entretanto, € essencial que antes a influéncia das SIRT no

DM seja completamente compreendida.

2.4 ANTIOXIDANTES

Halliwell e Gutteridge (1999) inicialmente definiram um antioxidante como
sendo qualquer composto que, quando presente em baixas concentragdes em comparacao
com aquelas de um substrato oxidavel, é capaz de retardar ou inibir significativamente a
oxidacdo do substrato. Entretanto, em 2015, 0s mesmos autores trouxeram uma nova
definicdo, mais simples, que diz que um antioxidante é qualquer substancia que retarda,
previne ou remove os danos oxidativos de uma molécula alvo (Halliwell e Gutteridge,
2015).

Considerando que a geracdo de ERO esta diretamente relacionada ao
metabolismo energético aerdbio, os organismos desenvolveram diversas formas de
defesas antioxidantes numa tentativa de minimizar os danos oxidativos. Essas defesas
antioxidantes podem ser divididas em dois grandes grupos: as enzimaticas e as nao-
enzimaticas.

Fazem parte das defesas antioxidantes enzimaticas a superdxido dismutase

(SOD - EC1.15.1.1), a catalase (CAT - EC 1.11.1.6) e a glutationa peroxidase (GPx - EC
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1.11.1.9). A SOD é a enzima responsavel por converter 0 O, em H>O,. Nos mamiferos,
as principais isoformas de SOD séo a citosoélica e a extracelular, as quais utilizam cobre
(Cu) e zinco (Zn) como cofatores, e a mitocondrial, que usa manganés (Mn) como cofator
(Phaniendra et al., 2015). O H20> gerado na reacdo da SOD ¢€ substrato para as enzimas
CAT ou GPx. A CAT é uma enzima presente principalmente nos peroxissomos e nas
mitocondrias e catalisa a reacdo de conversdo de H>O. em H,O e O (Pisoschi et al.,
2015). As GPx séo hidroperoxidases redutoras dependentes de selénio que atuam doando
elétrons para reduzir peroxidos, gerando H>O (Lubos et al., 2011). Essas trés enzimas,
GPx, CAT e SOD, atuam como uma linha priméaria de defesa antioxidante (Pisoschi &
Pop., 2015).

A linha de defesa antioxidante secundaria é composta por outras enzimas como
a glutationa redutase (GR - EC 1.6.4.2), a qual converte a glutationa de sua forma oxidada
(GSSG) para a forma reduzida (GSH) e a glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49),
que regenera 0 NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) para manter um
ambiente redutor necessario para a atividade da GR(Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi
& Pop., 2015).

Apesar de serem eficientes, as defesas antioxidantes endogenas muitas vezes nao
sdo suficientes frente ao estresse oxidativo e os danos por ele causados, fazendo com que
a participacao de antioxidantes obtidos através da dieta seja importante para a manutengéo
do equilibrio redox. Dentre os antioxidantes exdgenos nao enzimaticos destacam-se
principalmente as vitaminas C e E, os carotenoides, como o -caroteno, e 0S Compostos

fenolicos (Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi et al., 2015).

2.4.1. COMPOSTOS FENOLICOS
Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios produzidos principalmente

por plantas e constituem um dos maiores grupos de produtos naturais amplamente distri-
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buidos no reino vegetal (Lin et al., 2016). Esses compostos séo sintetizados nas plantas,
em parte, como uma resposta ao estresse bidtico ou abidtico, tais como a agdo de agentes
patogénicos, ataque de insetos e radiacdo ultravioleta. Participam ainda de processos
germinativos de sementes, bem como do desenvolvimento e reproducdo das plantas.
Além disso, esses compostos estdo envolvidos na coloracdo de sementes e flores, o que

atrai diferentes polinizadores ou disseminadores (Cheynier et al., 2013).

Compostos
fenolicos
[
| [ I I
Acidos - . '
Fenélicos Flavonoides Estilbenos Taninos
l I
HO, o
OH
HO' 'OH

oH Acido Galico
o

QOCH;
HOJ\/\Q: Canferol A=H trans-Resveratrol
Acido Fertlico OH Quercetina R=0H Procianidina B2

OH

Figura 3. Principais classes de compostos fendlicos e exemplos de estruturas que compdem
essas classes. Fonte: adaptado de Zhang &Tsao, 2016.

Os compostos fendlicos sdo sintetizados a partir de duas vias metabdlicas
principais, a via do acido chiquimico e a via do acido maldnico. Na via do acido
chiquimico sdo formados principalmente fenilpropanoides, ja a via do acido maldnico,
sdo produzidos principalmente fendis simples (Giada, 2013). Essas vias fornecem
precursores que levam a elaboracdo de milhares de compostos, 0s quais podem ser
categorizados em diversas classes como, por exemplo, acidos fenolicos, estilbenos,
taninos e flavonoides (Figura 3) (Zhang & Tsao, 2016).

Acidos fendlicos incluem substancias contendo um anel fenélico e pelo menos

uma fungéo de acido carboxilico organico. Esses compostos sdo subdivididos em dois
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subgrupos, os acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. O grupo dos &cidos
hidroxibenzdicos inclui os acidos gélico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e
siringico, que apresentam uma estrutura comum C6-C1. Os acidos hidroxicinamicos, por
outro lado, sdo compostos aroméaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos (C6-C3),
sendo 0s mais comuns os acidos cafeico, feralico, p-cumarico e sindpico (Russell &
Duthie, 2011; Goleniowski et al., 2013).

Os taninos, compostos de peso molecular relativamente alto, constituem um dos
grupos mais importante de compostos fenolicos e podem ser subdivididos em taninos
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico e elagico
(galotaninos e elagitaninos), enquanto que os taninos condensados, também conhecidos
como proantocianidinas, sdo polimeros formados pela ligagdo de dois ou mais
mondmeros de flavan-3-ol, como por exemplo catequina e epicatequina (Giada, 2013).

Os estilbenos sdo um pequeno grupo de fenilpropanoides, classificados como nao
flavonoides, que apresentam uma estrutura C6-C2-C6. Esses compostos representam um
componente alimentar extremamente menor, sendo o principal estilbeno conhecido o
resveratrol, que ocorre como isémeros cis e trans, bem como conjugados, incluindo o
trans-resveratrol-3-O-glicosideo. As uvas e vinhos tintos representam uma fonte com
diversidade de derivados de estilbenos (Del Rio et al., 2013).

Por sua vez, o grupo dos flavonoides engloba pelo menos 6000 moléculas, sendo
um dos maiores e mais estudados grupos de compostos fendlicos. Os flavonoides sdo
compostos de baixo peso molecular, contendo quinze a&tomos de carbono dispostos na
configuracdo C6-C3-C6 (Hichri et al., 2011; Panche et al., 2016). Essencialmente, essa
estrutura é composta por dois anéis aromaticos A e B, contendo um ou mais grupos
hidroxila ligados, unidos por uma ponte de trés carbonos, geralmente sob a forma de um

anel heterociclico C (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura basica de um flavonoide. Fonte: adaptado de Del Rio et al., 2013.

Os flavonodides podem ocorrer em suas fontes naturais nas formas livre (aglicona)
ou na forma hidroxilada, metoxilada e/ou glicosilada. Este grupo € subdividido
basicamente em flavonas, flavonois, flavanonas, flavan-3-ois, isoflavonas, antocianinas e
chalconas (Tabela 1), dependendo do carbono do anel C no qual o anel B esta ligado e do
grau de insaturacdo e oxidacédo do anel C (Gonzalez-Paramas et al., 2011; Panche et al.,
2016) Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais amplamente distribuidos em
alimentos de origem vegetal sendo, portanto, constituintes importantes da dieta humana.
Alimentos como cacau, café, cha verde, vinho e frutas, especialmente as frutas vermelhas
e as frutas citricas, sdo particularmente ricas em flavonoides (Tsao, 2010; Del Rio et al.,
2013). Apresentando também um papel importante na aparéncia visual de alimentos, 0s
flavonoides funcionam como pigmentos, e séo relevantes ainda para os sabores e aromas.
A concentracdo de flavonoides em alimentos pode variar em varias ordens de grandeza
devido a influéncia de fatores como o clima, a espécie, a variedade, o grau de maturagédo

e 0 armazenamento pos-colheita (Skrovankova et al., 2015).

Dentro do grupo dos flavonoides, as antocianinas compreendem um importante
grupo de pigmentos sollveis em agua, sendo responsaveis pela grande diversidade de
cores presentes em flores e frutas, variando desde tons de laranja e vermelho até roxo e
azul (Panche et al., 2016). Estruturalmente, as antocianinas compreendem uma aglicona,

denominada antocianidina, ligada a uma ou mais unidades de agucar. As antocianinas ge-
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Tabela 1. Principais classes de flavonoides, suas estruturas basicas e principais

representantes de cada classe.

Classe Estrutura Bésica Principais Compostos
. I o
Flavona O | Apigenina e luteolina
(0]
o O Quercetina, canferol e
Flavonol L
| miricetina
OH
O
e I
Flavanona O Hesperidina e naringenina
O
Flavan-3-ol O (Epi)catequina e
O - -
(Mondmeros) O (epi)gallocatequina
OH
(6]
Isoflavonas O Genisteina e daidzeina

@)

Antocianinas

Cianidina, delfinidina,
malvidina, pelargonidina,

petunidina e peonidina

Chalcona

521 O
74

Ploretina, arbutina e buteina

O+
N\ /
(@]
(YT O

0

Fonte: adaptado de Panche et al. (2016).
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ralmente encontradas em frutos sdo glicosiladas na posi¢do 3-OH (3-O-monoglicosideos)
e, em menor extensdo, em ambas as posi¢des 3 e 5-OH-OH (3,5-O-diglicosideos)
(Jaakola, 2013; Fernandes et al., 2014). Apesar das antocianidinas (Figura 5) mais
comuns serem apenas seis, existe o relato de mais de 539 antocianinas isoladas de plantas
(Andersen & Jordheim, 2005; Fernandes et al., 2014). Nas frutas as antocianinas sao
encontradas principalmente nas partes externas da hipoderme (casca). entre as
antocianinas conhecidas, a cianidina é a mais comumente encontrada em frutas (Jaakola,

2013).

Delfinidina OH

Pelargodina
Cianidina

Antocianidinas

OH
®
HO o) O
O X OCH;
Z oH
OH

Petunidina

Peonidina

Malvidina

Figura 5. Estruturas quimicas das principais agliconas (antocianidinas) de antocianinas.
Fonte: adaptado de Khoo et al. (2017)
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Os flavondis, outra classe de flavonoides, sdo flavonas substituidas na posicéo C-
3 por uma hidroxila. Esses compostos sdo os flavondides mais amplamente distribuidos
em alimentos, sendo componentes comuns de frutas, legumes e algumas bebidas e
apresentando cores que variam do branco ao amarelo. A maioria dos flavonois ocorre
naturalmente conjugados com um ou mais aglcares. Os flavonois mais encontrados em
alimentos s&o o canferol, a quercetina e a miricetina (Figura 6) (Simdes et al., 2010).
Estes compostos acumulam-se principalmente nos tecidos externos (pele e folhas), em

virtude de sua biossintese ser estimulada pela luz (Manach et al., 2004).

2 Quercetina
Miricetina

Canferol

Figura 6. Estruturas quimicas dos flavonois e alguns representantes mais comuns. Fonte:
adaptado de Kim et al. (2006).

O estudo dos compostos fendlicos tem indicado uma variedade de propriedades
bioldgicas, sendo a atividade antioxidante a mais estudada delas. A estrutura destes
compostos é um fator determinante nessa atividade. O grau de hidroxilacdo e as posicoes
dos grupos hidroxil (-OH) no anel B, em particular uma estrutura orto-diidroxil do anel
B (grupo catecol), resulta em maior atividade e a presencga de grupos -OH nas posic¢oes
3’, 4, ¢ 5 do anel B (um grupo de pirogalol) tem sido associada a um aumento da

atividade antioxidante dos flavonoides em comparagcdo com aqueles que tém um unico
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grupo -OH. A ligacdo dupla entre C-2 e C-3, combinado com um 3-OH, no anel C,
também melhora a capacidade dos flavonoides em reduzir RL (Figura 7) (Fraga et al.,
2010). Portanto, os compostos fenolicos podem complementar e contribuir para as

fungdes de vitaminas e enzimas antioxidantes, como defesas contra o estresse oxidativo.

Figura 7. Caracteristicas estruturais que definem a acéo antioxidante de flavonoides. As areas
destacadas mostram os trés critérios necessarios para a atividade antioxidante maxima de
flavonoides: um grupo catecol no anel B (3°- e 4’- OH), a ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3
conjugado com 4-ceto do anel C e as hidroxilas em 3 e 5 dos anéis C e A, respectivamente.

Fonte: adaptado de Fraga et al., 2010.

Apesar do potencial como antioxidantes, o efeito direto desses compostos de
reduzir ERO tem sido bastante questionado, jA que as concentracdes atingidas na
circulacdo sdo consideradas muito baixas para possibilitar uma acdo antioxidante direta
(Hollman et al., 2011; Kim et al., 2014). Desta forma, estudos tém sugerido que
compostos fendlicos podem exercer acdo antioxidante através de outros mecanismos, tais
como modulacdo da expressdo e/ou atividade de moléculas relacionadas a formacao ou
remocao de ERO, tais como complexos da CTE e enzimas antioxidantes (Lagoa et al.,
2011; Tsuji et al., 2013).

Adicionalmente, além da atividade antioxidante, estudos tém demonstrado ainda
que os compostos fendlicos apresentam capacidade anti-inflamatéria (Bak et al., 2013;

Rocha et al., 2015), anti-proliferativa (Duo et al., 2012; Ouhtit et al., 2014), antimicrio-
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biana (Tohmaetal., 2016; Camargo et al., 2017) e podem ser reguladores do metabolismo
(Kalea et al., 2010; Razavi et al., 2013). Além disso, a alta ingestdo de frutas e verduras
ricas em compostos fendlicos tem sido associada a riscos reduzidos de doencas cronicas,
incluindo céancer, doencas cardiovasculares e 0 DM (Bahadoran et al., 2013; Li et al.,

2014; Cao et al., 2018).

2.4.2. COMPOSTOS FENOLICOS E DIABETES

Considerando as evidéncias que demonstram a participacdo do estresse
oxidativo na patogénese e no desenvolvimento de complicacdes do DM, estudos tém
buscado investigar o efeito dos compostos fendlicos na prevencao ou tratamento desta
doenca. Uma ampla gama de estudos tem suportado o potencial dos compostos fendlicos
para proteger contra os efeitos prejudiciais associados ao DM (Asgar, 2013; Bahadoran
et al., 2013; Suganya et al.,2016; Cao et al., 2018).

Os beneficios dos compostos fendlicos sobre 0 DM e suas complicacdes podem
estar relacionados a diferentes mecanismos de acdo, dentre eles, inibicdo das enzimas
responsaveis pela digestdo de carboidratos ou inibicdo da absorcdo de glicose no
intestino. Estudos ja demonstraram a capacidade de compostos fendlicos presentes em
frutas como, por exemplo, morangos, framboesas, mirtilos e groselhas negras, em inibir
as enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase (McDougall et al., 2005). Estudo de Alezandro
et al. (2013) demonstrou que extrato de jabuticaba também apresenta potencial de
inibicdo das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase.

Outro mecanismo dos compostos fendlicos na melhora do DM esta relacionado
a inibicdo do transporte de glicose no intestino. Estudo com extratos de maca e de
morango demonstrou que houve uma inibigéo da absorcgéo e transporte de glicose em
celulas intestinais Caco-2, através da inibicdo do transportador de glicose do tipo 2

(GLUT2) (Manzano & Williamson, 2010). Adicionalmente, estudos tém demonstrado
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que esses compostos podem diminuir a liberagdo de glicose pelo figado e aumentar a
captacdo de glicose nos tecidos através da modulacdo da sinalizacdo intracelular. Estudo
com semente de soja preta, rica em antocianinas e procianidinas, demonstrou que houve
diminuicdo dos niveis de glicose plasmética e melhora da sensibilidade & insulina no
mausculo esquelético e figado de camundongos com DM tipo 2. Esses efeitos observados
foram atribuidos a regulacdo positiva de GLUT4 no musculo e pela inibicdo da
gliconeogénese no figado (Kurimoto et al., 2013). Estudos com extrato de jabuticaba (M.
jabuticaba) também demonstraram o potencial em melhorar a resisténcia a insulina
(Lenquiste et al., 2012; Plaza et al., 2016).

A capacidade antioxidante dos compostos fenolicos pode ainda proteger contra
0 estresse oxidativo amplamente relacionado as complicacfes do DM. Estudo com
chocolate contendo alto teor de compostos fendlicos foi capaz de proteger contra
disfuncéo endotelial induzida por hiperglicemia aguda e estresse oxidativo em individuos
com DM2 (Mellor et al., 2013). Além disso, um estudo randomizado duplo-cego cruzado,
no qual os individuos receberam suplementacdo de extrato de semente de uva,
demonstrou que houve melhora significativa dos marcadores de inflamacéo, glicemia e
de estresse oxidativo em pacientes com DM2 obesos com alto risco de eventos
cardiovasculares, 0 que sugere que o extrato pode ter um papel terapéutico na diminuicédo
do risco cardiovascular nestes pacientes (Kar et al., 2009). Neste mesmo contexto,
estudos tém demonstrado a capacidade dos compostos fenolicos em reduzir os niveis de
lipidios séricos, o que pode ser protetor contra doencas cardiovasculares relacionadas ao
DM. Esse efeito dos compostos fenolicos tem sido atribuido a capacidade de inibicéo de
transportadores intestinais de colesterol (Nekohashi et al., 2014), inibicdo de enzimas
digestivas, como lipase pancredtica (Sugiyama et al., 2007), inibicdo da solubilidade de

micelas (Su et al., 2015) e, ainda, capacidade de regular a expressédo de PPAR-a, um fator

26



2. Revisdo da Literatura

de transcri¢do que modula o metabolismo energético no figado, tecido adiposo e musculo
(Kim et al., 2010).

Adicionalmente, Lee et al. (2015) demonstraram que cianidina-3-glicosideo,
isolada de amora, é citoprotetora frente a apoptose induzida por glicose em células -
pancredticas. A geracdo de ERO, a fragmentacdo do DNA e a taxa de apoptose foram
efetivamente diminuidas, ap6s a suplementacdo com cianidina-3-glicosideo, apoiando a
hipGtese de que o efeito antidiabético das antocianinas esta associado a diminui¢do do
estresse oxidativo e ao aumento do sistema de defesa antioxidante.

A disfuncgdo mitocondrial tem sido relacionada ao desenvolvimento de estresse
oxidativo no DM, sendo considerada um ponto chave para o desenvolvimento de
complicagdes. Por isso, estudos tém focado na investigacdo dos efeitos dos compostos
fenolicos na atividade mitocondrial. Estudo com galangina, um flavonoide natural, em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, demonstrou que esse composto foi capaz
de diminuir os niveis de estresse oxidativo através do aumento dos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos e da melhora da funcéo da dos complexos 111 e IV da CTE
mitocondrial (Aloud et al., 2018). Além disso, estudo com procianidinas B2 de semente
de uva demonstrou que esses compostos sao capazes de modular a atividade dos
complexos da CTE mitocondrial em figado de ratos diabéticos, aumentando a atividade
dos complexos I, Il e IV (Yin et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade de compostos como o canferol,
a quercetina, a cianidina-3-O-glicosideo, em restaurar a funcdo mitocondrial, evitando o
desenvolvimento do estresse oxidativo e a morte celular (Suematsu et al., 2011; Min et
al., 2011; Filomeni et al., 2012). Além disso, estudo recente em nosso laboratério
demonstrou a capacidade do extrato de casca de jabuticaba (Plinia trunciflora), que
contém compostos fendlicos como canferol e cianidina-3-O-glicosideo, em restaurar a

funcéo do complexo | da CTE e, desta forma, reduzir os danos oxidativos em cultura de
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células (Calloni et al., 2015). Apesar disso, 0s mecanismos subjacentes a intera¢do dos
compostos fenodlicos com a mitocondria e 0s seus consequentes efeitos benéficos

relacionados ao DM permanecem por ser elucidados.

2.5. Plinia sp.

2.5.1. DESCRICAO BOTANICA
A jabuticabeira (Plinia sp.) € uma &rvore frutifera nativa do Brasil, pertencente
a familia Myrtaceae. Esta familia compreende cerca de 4.620 espécies distribuidas em
140 géneros, com ocorréncia em regides tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente na Australia e América Central e do Sul (Mabberly, 1997; Sobral et al.,
2012). Fazem parte desta familia, por exemplo, plantas dos géneros Psidium, Eugenia e
Plinia, aos quais pertencem arvores frutiferas de grande importancia, como a goiabeira
(Psidium guajava), a pitangueira (Eugenia uniflora) e também a jabuticabeira (Plinia sp.).
Sé&o conhecidas, dentro do género Plinia sp., cerca de nove espécies de jabuticaba, uma
dessas espeécies é considerada extinta, cinco delas foram encontradas apenas em locais de
pesquisa e bancos de germoplasma e apenas trés tem distribuicdo natural e sdo cultivadas
no Brasil, sendo elas Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel, conhecida como jabuticaba de
cabinho; Plinia cauliflora (DC.) Berg, conhecida como jabuticaba paulista, ponhema ou
assU; e Plinia jaboticaba (Vell.) Berg, conhecida como sabard. A nomenclatura do género
das jabuticabeiras sofreu alteracdo, passando a ser chamada de Plinia e ndo mais
Myrciaria. Entretanto, as duas denominac@es podem ser consideradas sinébnimos.
No Brasil as jabuticabeiras estdo distribuidas no Centro, Sul e Sudeste do pais,
com pontos secundario de dispersdo no Paraguai e Argentina (Citadin et al., 2010). As
espécies P. cauliflora e P. jaboticaba sdo as mais importantes do ponto de vista comercial,

sendo que a P. jaboticaba ocupa a maior area de cultivo entre todas as espécies do pais,
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principalmente nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo, que possuem alguns pomares
comerciais (Mattos, 1983).

Estas trés espécies de jabuticaba cultivadas no Brasil compartilham entre si
caracteristicas muito semelhantes, o que leva, muitas vezes, a certa dificuldade em
relacdoa identificacdo botanica. Em geral, Plinia sp. apresenta-se como uma arvore de
tamanho médio, podendo chegar até 12 metros de altura. Apresenta copa com grande
namero de ramificagdes nos galhos, que se iniciam perto do chdo e se inclinam para cima
e para fora (Figura 8). As folhas da planta sdo opostas, lanceoladas ou elipticas,
arredondadas na basepontudas no apice (Figura 9A). O tronco € liso e a casca descama

anualmente (Morton, 1987).

ey £ ey ST e
Figura 8. Imagem de uma jabuticabeira (Plinia sp.).
Fonte: arquivo pessoal do autor.

As frutas, que também s&o muito similares entre as trés espécies, conhecidas

comumente como jabuticabas (do tupi,“iapoti’kaba”, que significa “fruta em botdo”),
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apresentam-se em forma de bagas globulares, com casca espessa, de coloragdo roxa, que
cobre uma polpa branca, de sabor agridoce e textura gelatinosa, a qual pode conter entre
1 e 4 sementes (Meletti, 2000). Apesar de muito semelhantes a primeira vista, trabalho de
Danner (2009) demonstrou que existem diferencas entre as frutas das trés espécies, sendo
que as frutas de P. trunciflora apresentam peso e diametro maior em relagdo as demais
espécies. Além disso, P. trunciflora apresenta maior propor¢do de sementes em relacéo a
polpa e casca mais espessa que as outras espécies (Danner et al., 2009).

As flores e frutos (Figura 9B e 9C) nascem diretamente no tronco e nos galhos
principais da arvore, o que confere uma aparéncia distinta a planta. As jabuticabeiras
frutificam uma ou duas vezes ao ano, entre agosto e setembro e janeiro e fevereiro (podem
ocorrer variacdes nos periodos de frutificacdo, dependendo da espécie e do clima) e seus
frutos amadurecem rapidamente, completando seu desenvolvimento entre 40 a 46 dias

(Gomes, 1980; Wilbank et al., 1983; Morton, 1987; Andersen & Andersen, 1988).

Figura 9. Folhas (A), flores (B) e frutos (jabuticabas) (C) de Plinia sp. Fonte: arquivo
pessoal do autor.

Apesar de produzir um grande nimero de frutas em uma Unica arvore, entre 50

e 200 quilos por planta, depois de colhida a jabuticaba é muito perecivel, apresentando
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uma vida atil de cerca de trés dias. Isso ocorre, provavelmente, em decorréncia do
elevado teor de agua e aglcares. Em consequéncia disso, a fruta é bastante utilizada na
fabricacdo de geleias, sucos, vinhos, licores e vinagres (Brunini et al., 2004; Balerdi et

al., 2006).

2.5.2. COMPOSICAO NUTRICIONAL, FITOQUIMICA E ATIVIDADE
BIOLOGICA

Os frutos frescos de Plinia sp. apresentam uma grande variedade de nutrientes

como carboidratos, sais minerais e vitaminas. As frutas contém quantidades consideraveis

de potéssio e fosforo, além de acido ascérbico (vitamina C), presente em quantidades

importantes na polpa da fruta (Lorenzi et al., 2000; Oliveira et al., 2003; Rufino et al.

2011). A casca é especialmente rica em fibras alimentar (Tabela 2), alem de apresentar

maior conteido de compostos fenolicos (Leite-Legatti et al., 2012).

Tabela 2. Composicédo centesimal da polpa e casca de jabuticaba crua.

Nutrientes Polpa/100g Casca/100g
Calorias (Kcal) 58,0 ND
Proteina (g) 0,60 1,00 £ 0,03
Lipideos (g) 0,10 0,25 0,01
Carboidratos (g) 15,30 11,54 £ 0,01
Fibra alimentar (g) 2,30 8,45+ 0,01
Umidade (%) 83,60 75,18 £ 0,85
Cinzas (g) 0,40 0,58 £ 0,01
Célcio (mg) 8,0 ND
Ferro (mg) 0,10 ND
Fésforo (mg) 15,0 ND
Potassio (mg) 130,0 700,70 + 81,20
Vitamina C (mg) 16,20 8,60 + 0,20

ND — Nao determinado. Fonte: adaptado da Tabela brasileira de composic¢ao
de alimentos (2011), Calloni et al., (2015) e Inada et al., (2015)

31



2. Revisdo da Literatura

Existem alguns relatos do uso empirico da jabuticaba, como a utilizagdo do cha
da casca da P. cauliflora no tratamento da asma, anginas, disenterias e infec¢des cutaneas
(Meletti, 2000).

Nos ultimos anos o interesse cientifico no estudo da jabuticaba (Plinia sp.)
cresceu substancialmente se considerado o nimero de novas publicac@es, principalmente
em relacdo a sua composi¢do quimica e as atividades bioldgicas (Wu et al., 2013; Ribeiro
etal., 2018).

Os estudos realizados com P. cauliflora e P. jaboticaba demonstram que estas
espécies de jabuticabas séo ricas em compostos fendlicos, sendo que a maior parte destes
compostos encontra-se concentrada na casca (Santos et al., 2010; Abe et al., 2012;
Santacruz et al., 2012; Wu et al., 2012; Neves et al., 2018).

No extrato metandlico da jabuticaba (P. cauliflora) liofilizada, foram
identificados cerca de 22 compostos fenolicos incluindo acido gélico, &cido elagico, acido
cindmico, isoquercitrina, quercetina, rutina, jabuticabina, além de antocianinas, como
delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo (Reynertson et al., 2006; Wu et al.,
2012). Além disso, Santacruz et al. (2012) também identificaram a presenca das
antocianinas  delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo no extrato
metanolico da casca da mesma espécie de jabuticaba.

Quando comparado o perfil fendlico de P jaboticaba (Vell.) Berg e de P
cauliflora (Mart.) O. Berg, foi demonstrado que existe diferenca na composi¢édo fenolica
entre as duas espécies, sendo que o extrato metanolico da casca de P. cauliflora
apresentou maior conteudo de antocianinas e derivados de quercetina quando comparado
com o extrato metandlico de P. jaboticaba, que apresentou maior quantidade de
proantocianidinas. Entretanto, ndo foi observada diferenca no contetdo de &cido elagico
entre as duas espécies. Foi observada ainda diferenca na composigdo fitoquimica em

relacdo ao periodo de maturagéo da fruta (P. jaboticaba), sendo que a quantidade de anto-
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cianinas aumenta na casca conforme aumenta o grau de maturagdo. Ja o conteudo de
proantocianidinas e acido eldgico cai conforme aumenta o indice de maturacdo da fruta.
Em relacdo aos derivados de quercetina, ndo foram observadas grandes variagdes durante
0 amadurecimento (Abe et al., 2011; Alezandro et al., 2013).

Em estudo recente de Neves et al. (2018), os quais também avaliaram a
composicdo quimica da casca de quatro diferentes espécies de jabuticaba, sendo elas P.
trunciflora, P. caulifora, P. jaboticaba e P. phitrantha, foram identificados um total de
49 compostos, sendo 17 deles derivados de quercetina, 3 flavonoides derivados de
miricetina, 18 derivados de acido elagico e 12 derivados de acido 3-O-metilelagico. Este
mesmo estudo demonstrou que os compostos identificados ndo se apresentaram
uniformemente distribuidos entre as diferentes espécies de jabuticaba, sendo que apenas
miricetina-3-galactosideo, quercetina-3-galactosideo, quercetina-3-pentosideo, acido
elagico livre, acido elagico glicosideo e acido elagico-raminosideo foram encontrados em
todas as espécies.

Além disso, um depsideo, denominado jaboticabina, foi identificado pela
primeira vez no extrato metandlico de P. cauliflora, juntamente com o depsideo acido 2-
0O-(3,4-dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético (Reynertson et al., 2006). Esses
dois compostos apresentaram capacidade de inibir em 47,3 % e 70,3 %, respectivamente,
a producdo de interleucina-8 na linhagem de células epiteliais de vias aéreas (SEA)
expostas a um extrato de cigarro, sugerindo uma atividade anti-inflamatéria e um possivel
papel terapéutico para o tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica. Além disso,
as antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo também
apresentaram a mesma capacidade de inibicdo da producao de interleucina-8, em 96 % e
36,4 %, respectivamente. Essa interleucina € uma citocina implicada em alguns canceres
e em uma variedade de condigdes inflamatdrias, como artrite reumatoide e doencas do

coragdo e pulmdes (Reynertson et al., 2006). A jabuticabina, o &cido 2-O-(3,4-dihidroxi-
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benzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético e a delfinidina-3-glicosideo apresentaram ainda
citotoxicidade em trés linhagens humanas de cancer de célon (HT29, HCT116 e SW480).
A citotoxicidade destes trés compostos foi muito semelhante ao composto 5-fluoracil,
uma droga utilizada no tratamento de cancer (Reynertson et al., 2006).

Outro estudo com a espécie P. jaboticaba, avaliou os extratos polar (etandlico)
e apolar (diclorometano) da casca liofilizada da fruta, em relacdo a sua atividade
antiproliferativa em dez diferentes linhagens de células tumorais humanas. Observou-se
que o extrato polar foi eficiente em inibir significativamente o crescimento apenas da
linhagem de células de leucemia (K-562), enquanto que o extrato apolar foi eficiente em
inibir o crescimento tanto das células de leucemia quanto de células tumorais de prostata
(PC-3). Estes mesmos extratos ndo demonstraram citotoxicidade em uma linhagem nao
tumoral de macaco (VERO) (Leite-Legatti et al., 2012). Alem disso, Wang et al. (2014)
testaram diferentes partes da jabuticaba (M. cauliflora) para identificar as fragcbes que
apresentam atividade anticarcinogénica mais efetiva. Para tanto, células de carcinoma
bucal humano foram tratadas com extratos (aquoso ou etandlico) de semente, caule e
casca da jabuticaba. Os resultados demonstraram que o0 extrato aquoso de semente foi o
mais eficiente em reduzir a proliferacdo celular, atraves da inducdo de apoptose pela
regulacdo negativa da proteina survivina e, deste modo, ativando a clivagem mediada por
caspase da proteina Bid.

As atividades mutagénica e antimutagénica do extrato polar de casca de P.
jaboticaba também foram avaliadas. Para isso, foi determinada a frequéncia de
microndcleos em células da medula 6ssea de camundongos que receberam extrato por
gavagem, durante 15 dias. Observou-se que o0 extrato ndo induziu danos ao DNA, ou segja,
ndo apresentou efeito mutagénico. Porém, ndo foi capaz de reduzir os danos ao DNA
induzidos pelo composto ciclofosfamida, ndo apresentando, portanto, atividade

antimutagénica (Leite-Legatti et al.; 2012). Adicionalmente, estudo de Silva et al. (2016)
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avaliou os efeitos do co, pré e pos tratamento de ratos com extrato de semente de
jabuticaba (M. cauliflora) e/ou ciclofosfamida sobre a presenga de microndcleos e danos
ao DNA (ensaio de cometa). Os resultados mostraram que o0 extrato sozinho néo
apresentou efeito genotoxico para células de medula 6ssea. Além disso, observou-se que
tanto o pré, quanto co e pés tratamento com o extrato foram capazes de diminuir a
frequéncia de microndcleos induzidos por ciclofosfamida, demonstrando, desta forma,
atividade antigenotdxica do extrato.

A atividade anti-hiperlipidémica da jabuticaba também ja foi demonstrada. Apds
asuplementacéo de 1 ou 2 g por kg de peso de um po de jabuticaba (P. jaboticaba) durante
40 dias, observou-se que os niveis de colesterol e de triglicerideos plasmaticos dos ratos
diabéticos diminuiram em 32 % e 50 %, respectivamente. Além disso, esse mesmo estudo
demonstrou que houve diminuicdo na peroxidacao lipidica no plasma (22 %) e no cérebro
(10-17 %) destes ratos. Adicionalmente, a capacidade antioxidante plasmatica dos ratos,
avaliada através do ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), aumentou cerca
de 2 vezes apds essa mesma suplementacdo (Alezandro et al., 2013). Lage et al. (2014)
também demonstraram que a farinha de jabuticaba adicionada a alimentacdo de ratos
saudaveis foi capaz de reduzir os niveis de colesterol total e aumentar os niveis de
colesterol HDL. Adicionalmente, o estudo mostrou que os ratos que receberam a farinha
de jabuticaba apresentaram menor atividade das enzimas aspartato aminotrasnferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e uma diminuicdo da esteatose hepatica, além
de reduzir a peroxidacdo lipidica no figado.

Outra atividade biolégica da jabuticaba (M. jaboticaba) estudada foi a
capacidade de melhorar a resisténcia a insulina. Em estudo com ratos que receberam dieta
hiperlipidica adicionada de p0 de casca de jabuticaba liofilizada, observou-se a reducéao
da insulina plasmatica e de HOMA-IR (Homeostatic model assessment of insulin

resistance). Além disso, 0s ratos que receberam o p6 de jabuticaba liofilizada apresenta-
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ram aumento nos niveis de colesterol HDL (Lenquiste et al., 2012). Dragano et al. (2013)
avaliaram os efeitos do pé de casca de jabuticabaca liofilizada (M. jaboticaba) em
pardmetros metabolicos em um modelo de ratos obesos induzido por dieta hiperlipidica.
A suplementacdo por 6 semanas foi eficiente na correcdo da resisténcia a insulina
induzida pela dieta, que pode estar associada, pelo menos em parte, a reducdo da
inflamac&o no figado dos ratos tratados. Em estudo com humanos, o efeito do consumo
de po de jabuticaba (M. jaboticaba) na capacidade antioxidante do plasma e no perfil
glicémico foi avaliado em um estudo cruzado controlado por placebo. A capacidade
antioxidante sérica foi maior quando os individuos consumiram a refeicéo teste contendo
jabuticaba e a insulina sérica diminuiu apos a segunda refei¢ao, 4 h apds o consumo da
casca de jabuticaba (Plaza et al., 2016).

Dois estudos demonstraram atividade vasodilatadora em artérias isoladas de
ratos para duas espécies diferentes de jabuticaba, M. jaboticaba e M. cauliflora, sendo
uma na forma de bebida fermentada e outra na forma de extrato hidroalcodlico,
respectivamente (De Sa et al., 2014; Andrade et al., 2016). Além disso, a atividade anti-
hipertensiva do extrato hidroalcodlico de M. cauliflora também foi demonstrada. Ratos
hipertensos que receberam o extrato por quatro semanas apresentaram pressdo arterial
sistélica menor, sendo que essa reducdo foi atribuida a menor producéo de 6xido nitrico.
No mesmo estudo, as hipertrofias renais e cardiacas também foram atenuadas apds o
tratamento (Souza et al., 2017).

Além das atividades biologicas acima relatadas, a atividade antioxidante foi uma
das mais estudadas para a jabuticaba. A atividade antioxidante in vitro da jabuticaba foi
demonstrada em diversos estudos, avaliada através de ensaios como DPPH" (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) (Abe et al., 2011; Haminiuk et al., 2011; Rufino et al., 2011; Leite-
Legatti et al., 2012; Wu et al., 2012; Calloni et al., 2015), ABTS™ (2,2’-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (de Assis et al., 2009; Leite-Legatti et al., 2012; Wu
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etal., 2012), FRAP (ferric reducing antioxidante power) e branqueamento do B-caroteno
(Rufino et al., 2010) e ORAC (oxygen radical absorbance capacity) (Leite et al., 2011).
Além disso, a atividade antioxidante in vivo de extratos da jabuticaba também foi relatada.
Em estudo com ratos foi avaliado o efeito da ingestdo de casca de jabuticaba liofilizada
(P. jaboticaba), rica em antocianinas (delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
glicosideo), no potencial antioxidante do plasma. Foi observado que a adicdo de 1 e 2 %
da mesma casca de jabuticaba liofilizada na dieta normal de ratos saudaveis melhora a
capacidade antioxidante sérica, avaliada através dos ensaios TEAC (trolox equivalence
assay) e ORAC (Leite et al., 2011).

Apesar de existirem diversos estudos demonstrando as atividades biologicas da
jabuticaba, a maioria deles tém se focado principalmente nas espécies P. cauliflora e P.
jaboticaba, em funcdo de serem as espécies com maior producdo e comercializacdo no
Brasil. Isso faz com que existam poucos estudos em relacdo a caracterizacdo quimica e
atividades bioldgicas da P. trunciflora. Dentre as poucas atividades biologicas estudadas
para esta espécie, estdo atividade antioxidante (Calloni et al., 2015), antidepressiva
(Sacchet et al., 2015), antibacteriana e antifungica (Lago et al., 2011).

No Quadro 1 estdo apresentadas, de forma resumida, as principais atividades
bioldgicas da jabuticaba ja estudadas. Pode-se observar que P. jaboticaba foi a espécie
utilizada na maioria dos estudos e a principal parte da planta estudada foi a casca da fruta.
E importante notar também que a maior parte dos estudos encontrou resultados
consistentes e promissores no que diz respeito aos mais variados efeitos bioldgicos,
principalmente em relacdo a atividade antioxidante, anti-hiperlipidémica,

hepatoprotetora, melhora da resisténcia a insulina, antifungica e antibacteriana.
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Quadro 1. Principais atividades bioldgicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba

Afuv[dgdes Espécie Parte da planta ou Modelo/Grupo de estudo Efeito observado Referéncias
biologicas compostos
Jaboticabina, Cianidina- Cultura de células do Reynertson
Anti-inflamatéria | P. cauliflora 3-glicosideo, epitélio respiratorio (SAE) Inibicdo da producéo de interleucina-8 et
Delfinidina-3-glicosideo P P al., 2006
Citotoxicidade em Jaboticabina, Cianidina- | Cultura de celulas tumorais Efeito citotdxico para as linhagens tumorais Reynertson
células tumorais P. cauliflora 3-glicosideo, de célon (HT29, HCT116, ptestadas g ot gl 2006
Delfinidina-3-glicosideo SW480 K
. . . . . . o Leite et al.,
Antioxidante M. jaboticaba Casca liofilizada Ratos Aumento da capacidade antioxidante plasmatica 2011
Antibacteriana e . Oleo essencial das Bactérias Gran-positivas e Reducdo do crescimento Qe Streptqcoccus_ eqult, Lago et al.,
.. P. trunciflora Staphylococcus epidermidise, Candida albicans e
fungicida folhas leveduras 2011
Cryptococcus
- . . . Souza-
. . . Extrato da fruta e das . . Atividade antibacteriana (Enterococcus faecalis, ;
Antibacteriana P. cauliflora Linhagens bacterianas . ) . Moreira et
folhas Escherichia coli, Salmonella sp., e Shigella sp.) al. 2011
M(?Ihpra_da} . . Casca de jabuticaba Aumento do colesterol HDL, reducéo de insulina | Lenquiste et
resisténcia a M. jaboticaba e Ratos o Lo
insulina liofilizada plasmatica e melhora da resisténcia a insulina al., 2012
Mutagénica/ Células da medula 6ssea de N&o mutagénico. Nao foi observado efeito Leite-Legatti

antimutagénica

P. jaboticaba

Extrato da casca

camundongos

antimutagénico

et al., 2012

Antiproliferativa

P. jaboticaba

Extrato polar da casca
(etanol 80 %)
Extrato apolar da casca
(diclorometano)

Cultura de células tumorais
de prostata (PC-3) e de
leucemia (K-562)

Inibicdo do crescimento celular. O extrato apolar
foi efetivo na linhagem tumoral de prostata (PC-3).
Extrato polar foi efetivo em linhagem de leucemia

(K-562)

Leite-Legatti
etal., 2012

Antidiabética

P. jaboticaba

Extrato da fruta

Ratos obesos

Inibi¢ao de a-amilase e a-glicosidase

Alezandro et
al., 2013
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Quadro 1. Principais atividades biol6gicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba. Continuacéo.

Atividades

Parte da planta ou

R Espécie Modelo/Grupo de estudo Efeito observado Referéncias
biologicas compostos
Reducdo de colesterol e triglicerideos plasmaticos,
. aumento da atividade antioxidante do plasma,
Anti- . . . gl L R Alezandro et
hierlioidami M. jaboticaba | Jabuticaba liofilizada Ratos diminuigéo da peroxidagéo lipidica no plasma e no
iperlipidémica . < L. . al., 2013
cérebro e modulacdo da atividade de enzimas
antioxidantes
Extrato etanélico de A fracdo rica em tanino de P. cauliflora Souza-
Antifungica P. cauliflora Fungos tem a capacidade de interferir com a camada rica Moreira et
folhas . . i
em glicoproteinas externas de C. albicans al., 2013
Melhora da Reduziu a resisténcia a insulina atraves da Dragano et
resisténcia a M. jaboticaba Casca liofilizada Ratos melhorando a transducéo de sinal através do al 92013
insulina receptor de insulina B
. . . Extrato aquoso de Lmhagem de carcinoma de Efeito antiproliferativo através da inducéo de Wang et al.,
Antiproliferativa | M. cauliflora sementes células escamosas oral apoptose pela inibicdo da expressao de proteinas 2014
humanas (HSC-3) Pop P ¢ P P
Anti- Diminuicdo dos niveis de colesterol total, aumento
S . . . de colesterol HDL, reducéo das enzimas AST e Lage et al.,
hiperlipidémicae | P. jaboticaba Farinha de casca Ratos T I
ALT, diminuicdo da esteatose hepatica e da 2014
hepatoprotetora e .
peroxidacdo lipidica no figado
Ant|o>_<|dante e M. jaboticaba | Bebidas fermentadas Aorta isolada de ratos Apresentou atividade _ant|QX|dante e vasodilatadora | De Sa et al.,
vasodilatadora in vitro 2014
Antioxidante in . . C_:as_cg de jabuticaba Reducdo de peroxidacao lipidica no soro e no Lequiste et
. M. jaboticaba liofilizada e extrato Ratos obesos .
Vivo AqUOSO plasma. Aumento de CAT no figado al., 2015
Antioxidante e . Fruta inteira/ extrato No nivel _comp_o_rtamental, 0 extrato reduz~|u 0 Sacchet et
. . P. trunciflora e Ratos tempo de imobilidade no teste da suspenséo da
antidepressiva aquoso acidificado al., 2015

cauda em ratos
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Quadro 1. Principais atividades bioldgicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba. Continuacéo.

Atividades
bioldgicas

Espécie

Parte da planta ou
compostos

Modelo/Grupo de estudo

Efeito observado

Referéncias

Antioxidante e

Atividade antioxidante in vitro. Prevencdo de

modulacéo da P trunciflora | Extrato aquoso da casca Linhagem de fibroblastos danos oxidativos a lipideos e modulagdo da Calloni et
atividade ' a humanos (MRC-5) atividade do complexo | da cadeia de transporte de al., 2015
mitocondrial elétrons
Reducdo da atrofia glomerular, da deposigéo de
Anti-nefropatia M. cauliflora Extrato aquoso da fruta Camundongos sacarideos e formag&o de colageno IV nos rins de Wuetal,
inteira O 2016
camundongos diabéticos
. . Extrato hidroalcodlico . Induz vasodilatacdo atraves da ativacéo de canais | Andrade et
Vasodilatador M. cauliflora da fruta sem sementes Aorta isolada de ratos de K+ e inibicdo do influxo de Ca+ al., 2016
Antigenotoxico e . : . L - Silva et al.,
reparo do DNA M. cauliflora Extrato de semente Camundongos Efeito antigenotdxico e auxilio no reparo do DNA 2016
M?IhAO ra'da} . . Aumentou a capacidade antioxidante no soro e Plaza et al.,
resisténcia a M. jaboticaba Extrato da casca Humanos o . . o
insulina diminuiu os niveis de glicose e insulina 2016
Extrato hidroacodlico Efeito hipotensivo em ratos hipertensivos, através Souza et al
Anti-hipertensivo | M. cauliflora de jabuticaba sem Ratos do aumento da viabilidade de éxido nitrico. 2017 N
sementes Atenuou hipertrofia renal e cardiaca
. . . . Casca/,e_xtratos aquoso, . . Inibicdo do crescimento de bactérias pelos extratos | Machado et
Antibacteriana P. jaboticaba | metandlico, etanolico e Linhagens bacterianas L .
acetona metandlicos, estandlicos e acetona al., 2018
Casca/ extratos aquoso, Extrato etandlico apresentou protecdo contra
N . . 1 o . « ) - N Machado et
Cicatrizante P. jaboticaba | metandlico, etanolico e Ratos inflamacdo de feridas e auxiliou na cicatrizacao al. 2018
acetona mais rapida, em ratos B
Protecdo contra o0 ganho de peso impedindo o Moura et al
Antiobesidade P. jaboticaba | Extrato da fruta inteira Camundongos crescimento do tecido adiposo. Atenuagédo da 2018 N
hiperglicemia e hiperinsulinemia
Modulagéo da O extrato alterarou a microbiota intestinal, Da Silva-
microbiota P. jaboticaba | Extrato aquoso de casca Ratos aumentando desde a contagem de Lactobacillus, Maia et al.,
intestinal Bifidobacterium e Enterobacteriaceae 2018
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo quimica e os efeitos do extrato aquoso de casca de
jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) sobre marcadores metabdlicos,
hematoldgicos, funcdo mitocondrial e estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes

induzido por estreptozotocina.

3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS
3.1.1.Determinar a composi¢do quimica do extrato aquoso de casca de jabuticaba
(Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel);
3.1.2. Avaliar os efeitos do extrato de P. trunciflora sobre glicemia e perfil lipidico
(colesterol total, HDL e ndo-HDL e triglicerideos) em ratos saudaveis e diabéticos
induzidos por estreptozotocina;
3.1.3.Analisar a funcdo hepatica, através da determinacdo dos niveis séricos das
enzimas hepaticas AST e ALT, dos ratos saudaveis e diabéticos induzidos por
estreptozotocina apos o tratamento extrato de P. trunciflora;
3.1.4.Avaliar a funcdo renal, através da determinacdo dos niveis séricos de ureia e
creatinina, em ratos saudaveis e diabéticos induzido por estreptozotocina ap6s o
tratamento com extrato de P. trunciflora;
3.1.5.Determinar os efeitos do extrato de P. trunciflora sobre o perfil hematoldgico
(contagem de células sanguineas) em ratos saudaveis e diabéticos induzidos por
estreptozotocing,;
3.1.6.Quantificar os niveis de danos oxidativos a lipidios e a proteinas no soro e no
figado dos ratos saudaveis e diabéticos induzido por estreptozotocina ap6s o tratamento

com extrato de P. trunciflora;

41



3. Objetivos

3.1.7. Mensurar a atividade dos complexos I, Il, 11l e IV da cadeia de transporte de
elétrons no figado dos ratos saudaveis e diabéticos induzidos por estreptozotocina apds
o tratamento com extrato de P. trunciflora;

3.1.8.Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase e catalase,
no soro e no figado dos ratos saudaveis e diabeticos induzido por estreptozotocina ap6s
o0 tratamento com extrato aquoso de casca de P. trunciflora;

3.1.9.Determinar a capacidade antioxidante total do soro dos ratos saudaveis e
diabéticos induzidos por estreptozotocina apds o tratamento com extrato aquoso de
casca de P. trunciflora.

3.1.10. Avaliar a expressdo da proteina SIRT3 no figado dos ratos saudaveis e
diabéticos induzidos por estreptozotocina apds o tratamento com extrato aquoso de

casca de P. trunciflora.
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4. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo apresentados na forma de dois artigos cientificos,

0s quais serdo submetidos para publicacéo a revistas cientificas internacionais:

ARTIGO 1: Jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) improves the lipid profile

and immune system and reduces oxidative stress of streptozotocin-induced diabetic rats.

ARTIGO 2: Jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) protects liver of diabetic
rats against mitochondrial dysfunction and oxidative stress through the modulation of

SIRT3 expression.
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Abstract

Chronic hyperglycemia may lead to oxidative stress, which plays an important role in the
pathogenesis of diabetes mellitus (DM) complications. Studies have shown the ability of
phenolic compounds to prevent oxidative stress and, in this way, prevent damage caused
by DM. Jabuticaba (Plinia trunciflora) is a native fruit of Brazil, it is rich in phenolic
compounds, which are concentrated mainly on the peel. In this study, the effect of
jabuticaba peel extract (JPE - 0.5 g/kg) on serum lipid levels, immune system and
oxidative stress parameters of streptozotocin-induced diabetic rats were evaluated. The
administration of JPE for 30 days was able to reduce total cholesterol (25 %), triglycerides
(50 %) and non-HDL cholesterol levels (40 %) in diabetic rats. JPE showed ability to
inhibit the enzyme pancreatic lipase. Furthermore, JPE induced increase in HDL
cholesterol levels in both healthy (20 %) and DM rats (17 %). The induction of DM led
to a deregulation of the antioxidant enzymes, superoxide dismutase and catalase, and JPE
was able to modulate these enzymes, in addition to increasing the total antioxidant
capacity of the serum. Additionally to modulating antioxidant defenses, JPE was able to
decrease oxidative damage to lipids and proteins. Furthermore, DM led to a significant
reduction in the number of lymphocytes and leukocytes, and JPE supplementation was
able to restore the normal level of these cells, modulating the immune system of the
animals. Thus, these findings demonstrate the potential of the JPE to be used with a

coadjutant treatment option in the complications of DM.

Key words: Plinia trunciflora, oxidative stress, lipids, immune system, phenolic

compounds.

45



Artigo 1 4. Resultados

1. Introduction

Diabetes Mellitus (DM) has become a worldwide epidemic, with prevalence
increasing in recent decades. According to data from the International Diabetes
Federation (2017) [1], the prevalence of global DM doubled in 15 years, and in 2015 there
were about 415 million (8.8 %) of people with DM worldwide. The projections indicate
an increase of 10.4 % in 2040, which means that there will be about 642 million people
with DM in the world. In this way, DM becomes a public health problem, generating large
expenditures for global public health [2] [3].

DM is defined as a group of metabolic diseases characterized by the presence of
high blood glucose levels as a result of problems in insulin production, insulin use, or
both. Within this group of diseases, those with the highest prevalence in the population
include type 1 and type 2 diabetes [2] [4] [5] [6].

Regardless of the type of diabetes, long term hyperglycemia is a common factor
that can trigger cellular damage and consequently complications, especially in those cells
that are continually exposed to high blood glucose levels, such as endothelial cells [7] [8].
DM complications include micro and macrovascular damage. Microvascular
complications consist of retinopathy, nephropathy and neuropathy. Macrovascular
complications include cardiovascular diseases such as atherosclerosis, heart attacks,
strokes and insufficiency in blood flow to legs [9]. In addition, lipid metabolism disorders
are frequently observed in diabetic patients, with an increase in triglycerides (TG), total
cholesterol (TC) and LDL cholesterol (LDL-c) levels, which contributes to the risk of
macrovascular complications [10]. Furthermore, among the complications of diabetes, it
is also possible to mention changes in the immune system due to hyperglycemia, which

leads to immunosuppression and an increased risk of infections [11] [12] [13] [14].
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Nowadays, evidence have been reported that support the role of oxidative stress
in the pathogenesis of diabetes complications. It is believed that in the onset and
progression of late diabetic complication, free radicals have got a major role due to their
ability to damage lipids, proteins and DNA [15]. In this context, the number of studies
investigating the ability of phenolic compounds to prevent or decrease the complications
of DM has increased, mostly due to the capacity of these compounds in reducing the
damage caused by oxidative stress. Studies have shown that phenolic compounds, such
as anthocyanins and flavonoids, have the ability to decrease cardiac function
complications through the regulation of lipid metabolism, attenuation of oxidative
damage, improvement of the endothelial function and vascular tone [16] [17], in addition
to reduction of oxidative damage to the retina [18], liver and kidneys [19].

The jabuticabeiras (Plinia sp.) are plants native to Brazil, which belong to the
Myrtaceae family. Among the known species of jabuticabeiras, three main species are
naturally distributed and are grown in Brazil, being Plinia trunciflora, Plinia caulifora
and Plinia jabotiaba. The fruits of these species grow directly on the trunk and main
branches of the tree, and when ripe, they have a purple peel and white pulp with
bittersweet taste and gelatinous texture. Jabuticaba is consumed in the in natura form,
however, being very perishable, it is usually used in the manufacture of jellies, juices,
wines, liqueurs and vinegars [20]. In traditional medicine, P. cauliflora peel tea has been
reported for the treatment of diseases such as asthma, angina, dysentery, and cutaneous
infections [21]. Among the three species of jabuticaba, few studies have focused on the
investigation of the biological activities and chemical composition of Plinia trunciflora.
The biological activities already studied are antidepressant capacity in Swiss male mice
and antioxidant activity in vitro [22] [23]. Considering that there are few studies using P.

trunciflora and the need for alternative therapies for frequent complications of diabetes,
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this study aimed to investigate the effect of the aqueous peel extract of Plinia trunciflora
on metabolic, hematological and oxidative stress parameters in streptozotocin-induced

diabetic rats.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals

Biochemistry Kits (Gold Analisa Diagndstico Ltda.): alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase, high density lipoprotein cholesterol (HDL), total cholesterol,
glucose, urea, creatinine and tryglycerides. Streptozotocin (STZ), dinitrophenylhydrazine
(DNPH), thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid (TCA), hydrolyzed 1,1,3,3-
tetramethoxypropane (TMP), Trolox, ABTS«+ (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid), hydrogen peroxide (H202) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA). All the chemicals were of analytical grade.

2.2. Plant Material and Extract Preparation

Jabuticaba (P. trunciflora) fruits were collected in Caxias do Sul (29°10'55.31"S;
51°12'9.70"0) and Verandpolis (28°56'26.00"S; 51°32'35.11"0), Rio Grande do Sul,
Brazil, in 2017. Voucher specimens were identified by the herbarium of the University of
Caxias do Sul, RS (HUCS40706). In addition, access authorization (A1009E) was
obtained from the National Genetic Patrimony Management System (SISGEN), and
collection authorization (n° 38096-3) from the Biodiversity Authorization and
Information System (SISBIO). The extract preparation was performed as described by
Calloni et al. (2015) [23]. Briefly, peel was manually separated from pulp and seeds. The

pulp and seeds were discarded. For the extract preparation, the peels were ground in a
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Wiley mill and then mixed with distilled water (5 % w/v) and extracted under reflux
(200 °C) for 15 min. Subsequently, the extract was filtered on filter paper and jabuticaba
peel extract (JPE) was lyophilized (LIOBRAS model L-101) and stored at -80 °C until

the tests.

2.3. Animals

All the procedures performed were in accordance with the CONCEA (National
Council for Control of Animal Experimentation) and SBCAL (Brazilian Society of
Science in Laboratory Animals) and the experimental protocol were approved by the
Ethics Committee for Animals Research of the University of Caxias do Sul (001/2017).
Twenty-four male Wistar rats weighing about 355.85 + 36g were obtained from Center
for Reproduction and Experimentation of Laboratory Animals of the Federal University
of Rio Grande do Sul. The animals were housed in plastic cages (three animals in each),
received water and pelleted food ad libitum and kept under standard laboratory conditions
of temperature (23 £ 2 °C) and 12 h light-dark cycle in the Laboratory of Physiology and

Pharmacology of the University of Caxias do Sul.

2.4. Diabetes Induction

Diabetes mellitus induction was performed by an intraperitoneal streptozotocin
injection (STZ, Sigma Chemical Company) in a 65 mg/kg dose [24]. The STZ was diluted
in sodium citrate buffer (0.01 mol/L - pH 4.5) and citric acid (0.01 mol/L - pH 4.5) and
injected soon after dilution. Control animals received the same volume of buffer (2
mL/kg). After 72 hours, glycemia was measured with an ACCU-CHEK glycosimeter and

rats with blood glucose levels above 200 mg/dL were considered diabetic [25] [26].
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2.5. Experimental Design and Samples

For the JPE administration, the lyophilized extract was dissolved in water and was
administrated once a day by gavage, for 30 days. After de DM induction, the animals
were divided into four groups, as follow: Control group (n = 6): animals receiving water;
JPE group (n = 6): animals receiving JPE (0.5 g/kg); DM group (n = 5): diabetic animals
receiving water; DM + JPE group (n = 6): diabetic animals receiving JPE (0.5 g/kg).
Animals were weighed every week and dose of JPE (0.5 g/kg) was adjusted considering
the current weight of each animal. At the end of treatments, there was loss of one mouse
from the DM group.

After the treatments, fasted animals were euthanized by decapitation. The truncal
blood of the rats was collected in specific test tubes to determine biochemical and
oxidative stress parameters (blood without anticoagulant) and hematological profile
(blood with anticoagulant EDTA). In the blood collected for the biochemical and
oxidative stress evaluation, serum and formed elements separation was performed by
centrifugation (Routine Centrifuge 420R, Hettich, Germany) at 3000 x g for 10 minutes.

Serum was frozen at -80 ° C for further analysis.

2.6. Biochemical Analysis

The concentration of glucose, TC, TG, HDL-cholesterol (HDLc), urea, creatinine,
and the hepatic enzymes alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase
(AST) were determined by using commercial kits (Gold Analisa Diagnoéstico Ltda.) in
Mindray BS-120 automatic biochemical analyzer. Non-HDL cholesterol levels were
determined by calculating the difference between total cholesterol and HDLc content.
Results of glucose, TC, TG, HDLc, non-HDLc, urea and creatinine are expressed as

mg/dL. Results of hepatic enzymes are expressed as U/L.
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2.7. Pancreatic Lipase Inhibition

In order to explain the effect of the JPE on the decrease of serum triglycerides, the
inhibition capacity of the JPE on the pancreatic lipase was evaluated. For this, it was used
lipase Liquiform kit (LabTest) with some adaptations. Briefly, the reagent 1 (containing
buffer, colipase, activator, surfactant and sodium azide) was added to a cuvette with lipase
solution (lipase from porcine pancreas - Sigma) and different concentrations of JPE (5,
10, 25 and 50mg/mL). The reaction was initiated by adding reagent 2 (containing buffer,
1-2-O-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid (6-methylresorufin) ester, surfactant and
sodium azide) and the spectrophotometric reading was started immediately at 570 nm.
Two values of absorbance were obtained at two different times, 80 and 190 min. The
results are expressed as 1C50, i.e., the amount of JPE required to inhibit 50 % of pancreatic

lipase.

2.8. Hematological Profile

The hematological profile was evaluated by counting the number of erythrocytes,
platelets, total leukocytes, granulocytes, monocytes and lymphocytes. The analyzes were
performed using the Mindray Hematology Analyzer (BC-2800 VET). The results are

expressed as number of cells per microliter.

2.9. Oxidative Damage Parameters

Oxidative damage was measured in serum lipid and proteins. Lipoperoxidation
were evaluated through the measurement of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), which is based on the colorimetric reaction of malondialdehyde (MDA) and
other aldehydes, the final products of lipoperoxidation [27]. Results are expressed as nmol

of MDA/mg of protein. Oxidative damage to proteins was measured by determination of
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the carbonyl group by a reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH), according to
Levine et al. (1990) [28]. DNPH reacts with protein carbonyls to form hydrazones that
can be measured spectrophotometrically. The results were expressed as nmol of
DNPH/mg of protein. The determination of the total proteins was performed by the

Bradford method [29].

2.10. Antioxidant enzymes

The activity of the antioxidant enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and
Catalase (CAT) were determined in rat serum. SOD activity was determined by
measuring the inhibition of self-catalytic adrenochrome formation rate at 480 nm.
Results are expressed as USOD (units of SOD)/mg of protein. One unit is defined as
the amount of enzyme that inhibits the rate of adrenochrome formation in 50 % [30].
CAT activity was measured according to the methods described by Aebi (1984) [31].
The assay measures the decomposition rate of H,O> at 240 nm. Results are expressed
as mmol H>O2/min/mg protein. All absorbances were measured in spectrophotometer

(SHIMADZU, model UV-1700).

2.11. Serum Antioxidant Capacity

The antioxidant capacity of the serum was evaluated through the Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), which evaluates the sample ability to scavenge
the ABTS radical [32]. For the assay, serum sample was added to the ABTS"" solution
and the absorbance was read exactly 6 min after the initial mixing. A calibration curve
with different concentrations of Trolox (0.5 to 2.5 mM) was built. The results were

expressed as mM of Trolox equivalents.
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2.12. Statistical Analysis

Data were determined to be parametrical or non-parametrical by using the
Shapiro-Wilk test. Parametric data are presented as mean and standard error and it were
submitted to one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test or
Student's t-test. Non-parametric data are presented as median and interquartile range and
it were submitted to statistical analysis using the Kruskal Wallis test. A statistical
significance of p < 0.05 was considered. The software SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL) was used for all the statistical analysis.

3. Results

As expected, the animals in DM group, which received intraperitoneal STZ
injection, showed a significant increase in serum glucose levels. The treatment of diabetic
rats with the JPE did not changed serum glucose levels. Besides, no alteration was
observed in serum glucose levels in healthy rats receiving JPE, which maintained the
same levels as control animals (Figure 1).

Disturbance in lipid profile are often observed in DM. Therefore, to assess the
lipid profile of the rats, serum levels of TC, HDLc, non-HDL cholesterol and TG were
determined. As expected, TC and TG levels were significantly increased in the DM group.
The treatment with the JPE for 30 days was able to significantly reduce TC and TG levels
by 25 % and 50 %, respectively. No changes were observed in the levels of both
biomarkers in the healthy rats that received the JPE (Figure 2 A and B). In addition to the
ability to reduce levels of TC and TG, it was possible to observe that treatment with the
JPE was able to induce a significant increase of HDLc levels, of about 20 % and 17 %, in
both healthy and diabetic rats, respectively (Figure 2 C). The levels of non-HDL

cholesterol, which corresponds to the sum of all atherogenic lipoproteins, including
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IDL and LDL, were significantly increased in DM group animals and the daily
administration of the JPE for 30 days caused the decrease in these values in about 40 %.
The administration of the JPE to the healthy animals did not modify the levels of this
parameter (Figure 2 D).

For the assessment of hepatic function, serum levels of AST and ALT enzymes
were determined. In the healthy animals that received the JPE, no change in the levels of
both enzymes was observed, which may demonstrate that the JPE is not hepatotoxic
(Figure 3 A and B). On the other hand, in the DM group, a significant increase in the
levels of the ALT enzyme was observed and the treatment with the JPE did not altered
the levels of this biomarker (Figure 3 A). Meanwhile, a different behavior was observed
for the AST enzyme, which had no alteration in the DM group nor in the DM group
treated with JPE (Figure 3 B).

Renal function, which is frequently altered in DM, was also assessed through
serum urea and creatinine levels. It was possible to observe that urea levels showed a
significant increase in DM group. The treatment of the diabetic rats with the JPE did not
alter the levels of this biomarker. Moreover, the levels of urea in the healthy rats treated
with the JPE were not altered, maintaining the same levels of the control group (Figure
3C). The creatinine levels were not altered between the treatment groups (Figure 5 D).

To investigate a possible mechanism involved in the reduction of serum lipids, the
ability of the JPE to inhibit pancreatic lipase enzyme activity was evaluated. It was
observed that the JPE was able to inhibit the activity of the enzyme, presenting an ICso of
1,70 £ 0,18 %.

The evaluation of hematological parameters in rats' blood demonstrated that
induction of DM led to a significant reduction in the number of total lymphocytes and

leukocytes, which could make the animals more susceptible to infections. Interestingly,
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the number of total lymphocytes and leukocytes was restored to baseline number when
diabetic animals received the JPE. The other hematological parameters were not modified
between the different treatments (Table 1).

It has been demonstrated that cells exposed to high doses of glucose present
increased oxidative damage. Lipid peroxidation and protein carbonylation are two
important oxidative stress biomarkers. It was observed that oxidative damage to lipids
and proteins induced by hyperglycemia in DM group were significantly reduced by the
supplementation of the JPE, with a decrease of 30% in lipid peroxidation and 60 % in
oxidative damage to proteins. (Figure 4 A and B).

Oxidative damage to biomolecules may be the result of a deregulation of
antioxidant defenses, thus, the activity of antioxidant enzymes SOD and CAT were
evaluated. It was observed that DM induced a deregulation of antioxidant defenses, with
SOD activity increased in the DM group and, inversely, CAT activity was decreased in
the same group. On the other hand, treatment with the JPE was able to modulate the
activities of antioxidant enzymes, leading to a decrease in SOD activity and an increase
in CAT activity (Figure 5A and B). In addition, diabetic rats showed a significant
reduction of about 60 % in total serum antioxidant capacity and this reduction was
attenuated by JPE supplementation, with an increase of 40 %. Additionally, healthy rats
that received JPE also showed a significant increase of about 20 % in the total serum

antioxidant capacity (Figure 5C).

4. Discussion

Plant extracts have been extensively studied for their biological activities and their

potential for the development of new drugs for the treatment of diseases [33]. In this con-
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text, jabuticaba appears as a promising fruit, which is rich in phenolic compounds, found
mainly in the peel [34] [35]. Among the biological activities already studied for phenolic
compounds in P. trunciflora, its effect on the immune system, metabolic profile and
oxidative damage in diabetes model has not been investigated. Thus, this study was
performed to evaluate the effect of JPE on the metabolic and hematological profile and
on the parameters of oxidative stress of diabetic rats.

DM was induced in rats by the administration of intraperitoneal injection of STZ.
Structurally, STZ is an analog of glucose and N-acetyl nitrosamine, in this way, this
causes it to be actively absorbed by the pancreatic B cells through the glucose transporters
2 and it causes B-cell death [36] [37]. As expected, the results demonstrated that there
was a significant increase in glycemia in the rats that received the STZ injection. Diabetic
rats receiving JPE presented the same glycemic levels as the DM group rats. It is
important to note that because the damage caused by STZ in B-pancreatic cells is quite
extensive, it is very difficult for any substance to reverse the cell death caused by it.

The liver is among the primary organs susceptible to the effects of insulin
deficiency and consequent hyperglycemia and oxidative stress. Among the complications
related to diabetes, liver damage is among the most common [38] [39]. In insulin
deficiency there is stimulation of lipolysis and an increase of the mobilization of
peripheral free fatty acids, and their increased hepatic uptake enhances very low-density
lipoprotein and triglycerides synthesis. Therefore, an increased hepatic production of
triglyceride is the main causes of hepatic steatosis in type 1 diabetes (DM1) [38]. In this
study, to evaluate liver damage, the levels of enzymes AST and ALT were determined.
Elevated serum levels of ALT are an indicator of hepatocellular damage and have been

used as a marker of non-alcoholic hepatic steatosis, which has a high prevalence in DM1
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[40]. AST is usually used together with ALT for detection of hepatic damage. The results
of this study demonstrated that ALT levels were increased in the DM groups and the
treatment of this group with JPE did not cause alteration at these levels. On the other
hand, no change in AST enzyme levels was observed either in the DM group or in the
DM group receiving JPE. The magnitude of ALT elevation is generally higher than AST
due to hepatocellular injury because of the longer half-life of ALT and the larger fraction
of AST bound to mitochondria, which may possibly explain the results found in our study
[41]. No change was observed in the AST and ALT levels of the healthy rats that received
the JPE, which indicates that the JPE is not hepatotoxic.

In addition to liver damage, DM is the most common cause of kidney failure. Even
when diabetes is controlled, the disease can lead to chronic kidney disease and kidney
failure [42] [43]. Simple tests for determination of urea and serum creatinine can be used
to monitor renal function, since during renal disease these substances are not adequately
excreted and accumulate in the blood. In this study it was observed that urea levels were
increased in 33 % in the diabetic rats, indicating a possible renal damage. JPE
supplementation did not decrease urea levels in diabetic animals. On the other hand,
creatinine levels were normal in diabetic rats. Considering that creatinine levels are
directly related to the amount of muscle mass and there is a significant loss of muscle
mass in untreated DM1, the decrease in muscle mass of the rats may have led to lower
creatinine formation [44]. Additionally, the duration of DM may also influence the
creatinine levels, and 30 days could be a short time to induce significant renal damage
that could lead to altered creatinine levels.

Insulin is a central hormone in the control of lipid metabolism, since it is known
to induce the storage of TG in adipose tissue and, consequently, decreases the secretion

of free fatty acids from adipose tissue to plasm. Furthermore, it promotes the removal of
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LDL cholesterol from the circulation by increasing the expression and activity of LDL
receptors [10]. In this context, insulin deficiency of DM1 causes a deregulation of lipid
metabolism, leading to reduced lipoprotein lipase activity at the luminal surface of the
capillary endothelial cells causing triglyceride-rich lipoproteins (chylomicrons, VLDLS)
to increase, leading to hypertriglyceridemia [10]. In addition, untreated DM1 exhibits
increased influx of free fatty acids from adipose tissue to the blood. In fact, in this study
diabetic animals presented alterations in serum lipid levels, with an increase in both TC
and non-HDLc and TG levels. When diabetic animals received JPE, it was observed that
there was a significant reduction in TC (25 %) and non-HDLc (40 %) levels as well as
TG levels (50 %). The reduction of TG levels induced by JPE is similar to that observed
in drugs used in conventional treatments, such as fibrates, which reduce serum TG rates
from 30 to 60% [45]. In addition, a study by Sheng et al (2012) [46] has shown that the
use of statins in diabetic patients reduces TC levels by 20-28 %, which are similar to those
presented by the JPE. Several studies have been investigating and trying to understand
the mechanisms involved in the ability of phenolic compounds to reduce serum lipids. A
study by Nekohashi et al. (2014) [47] suggests that phenolic compounds like luteolin and
quercetin lower plasma cholesterol levels by inhibiting the intestinal cholesterol
transporter NPC1L1. In addition, studies have demonstrated the ability of phenolic
compounds, such as anthocyanins, to regulate the expression of peroxisome proliferator-
activated receptors (PPAR), a group of nuclear hormone receptors, related to the
transcription of genes involved in maintaining adequate lipid and glucose metabolism
[48]. Furthermore, studies with phenolic compounds-rich extracts, such as grape seed
extract, apple extract, cacao, cranberry and avocado extracts, have demonstrated that

these compounds are capable of inhibiting lipid digestion enzymes, such as pancreatic
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lipase [49], phospholipase A2 [50], pancreatic cholesterol esterase and thus decrease the
absorption of these lipid in the intestine [51]. In this study, we also demonstrated that JPE
is able to inhibit the pancreatic lipase enzyme, which may be involved, at least in part, in
the reduction of triglyceride levels.

In this study, a significant reduction in the total number of leukocytes and in the
number of lymphocytes was also observed in DM rats. Studies have shown that chronic
hyperglycemia combined with ketosis or acidosis reduces lymphocyte proliferation by
having suppressed stimulation response and increasing oxidative stress and apoptosis in
these cells [13] [14] [52]. In addition, researches have been demonstrating defects of
diabetic patients neutrophil chemotactic, phagocytic and microbicidal activities [12] [52].
Together, these changes in the immune system can lead to increased susceptibility to
infections. In fact, several studies have demonstrated that patients with diabetes present a
higher occurrence of common infections when compared to non-diabetic patients, such
as cystitis, pneumonia, tuberculosis, skin and mucosal infections [11] [53] [54] [55][56].
This study demonstrated for the first time that when diabetic rats were treated for 30 days
with JPE, it was observed that JPE had the potential to prevent the decrease in both
lymphocytes and total leukocytes. This effect can be attributed to the phenolic compounds
present in JPE, since studies have shown that these compounds have the ability to
modulate the immune system [57]. In a study by Karasawa et al. (2011) [58] was shown
that date extract supplemented in mice for 30 days induced an increase of
immunocompetent cells, including T lymphocytes, natural killer cells, macrophages and
dendritic cells in Peyer's patch and spleen. In another study by John et al. (2011) [59], it
was shown that phenolic compounds of Cassia auriculata improved proliferation of T

lymphocytes in aged rats.
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Several studies have demonstrated the presence of oxidative stress in DM and it
IS suggested that oxidative stress is involved both in the pathogenesis and in the
development of complications of the disease [7] [60] [61] [62]. In fact, in this study it was
observed that diabetic rats showed a significant increase of two important biomarkers of
oxidative damage, lipid peroxidation and protein carbonylation. The increase in serum
glucose, during DM, may result in the release of large amount of reactive oxygen species
(ROS). The main source of ROS generation in DM is the mitochondria, during oxidative
phosphorylation. Studies have hypothesized that during hyperglycemia, a large amount
of substrate is available leading to an increase in the activity of the electron transport
chain, leading, in turn, to an increase in the generation of ROS [7]. Concomitant to the
increase in lipid peroxidation and carbonylation of proteins, it was observed a decrease
in the total antioxidant capacity of the serum of diabetic rats, an important biomarker of
oxidative stress since it defines the synergistic effect between the various antioxidant
compounds in the sample. The reduction of the total antioxidant capacity of the serum
observed could be explained by a higher requirement of these antioxidant defenses to
restore ROS homeostasis lost during DM [63]. In addition, enzymatic antioxidant
defenses, SOD and CAT, were deregulated, with SOD activity being increased and CAT
being decreased in the DM group. Increased SOD activity may be a compensatory
mechanism in response to prolonged mitochondrial superoxide anion overproduction [64]
[65]. The increase in the activity of the SOD enzyme leads to an increase in hydrogen
peroxide (H202) production, which in turn can be converted to H,0 and O by the CAT
enzyme. An overproduction of H20- in addition to CAT's ability to metabolize can cause
damage to this enzyme, leading to a decrease in its activity [66]. Omotayo et al., (2010)
[66] observed similar behavior of the antioxidant enzymes SOD and CAT in diabetic rats

induced by streptozotocin.
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Supplementation of JPE in DM group rats was able to significantly increase the
total antioxidant capacity of serum and regulate the activity of antioxidant enzymes,
leading to a decrease in SOD activity and an increase in CAT activity and, therefore,
decreasing oxidative damage to lipids and proteins. Studies with other species of
jabuticaba also investigated the ability of this fruit to reduce oxidative damage. Alezandro
et al. (2013) [67] demonstrated that serum lipid peroxidation was reduced in
streptozotocin induced diabetic rats that received, for 40 days, freeze-dried jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) only at a concentration of 2 g/kg. It is important to note that the
concentration used in the aforementioned study was 4 times higher than that used in the
present study (0.5 g/kg), demonstrating that low concentrations also have significant
biological effects. This demonstrates the importance of studying the different species of
jabuticaba.

Some studies have shown that even after glycemic control, oxidative stress
continues to occur in diabetic patients, and this can be explained in part because a
metabolic memory occurs, that is, the oxidative modification of proteins and lipids leads
to the propagation of stress oxidative [68] [69] [70] [71] [72]. Thus, even after regulation
of serum glucose levels, oxidative stress continues to occur. Therefore, the phenolic
compounds present in JPE become a possible alternative of adjuvant treatment to reduce
the levels of oxidative stress, to restore immune system and modulate lipid levels in

diabetic patients, and, in this way, to avoid related complications.

5. Conclusion

The results presented in this study demonstrated that the supplementation of
0.5 g/kg of JPE during 30 days was able to regulate lipid profile, restore the imune sistem

and modulate the antioxidante defenses, leading to reduction in the oxidative damage in
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diabetic rats. These results support the potential of JPE as a possible alternative for

adjuvant DM treatment, minimizing disease-related complications. Even so, further

studies are needed to better understand the mechanisms related to the health benefits of

the JPE.
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Figure 1. Serum glucose levels in healthy (control group) or diabetic (DM) rats treated with or without
0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as median and interquartile range (n =5 to
6 rats/group). Different letters indicate significant statistical difference through Kruskal Wallis test.

Statistical significance of p < 0.05.
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Figure 2. Serum levels of total cholesterol (A), triglycerides (B), HDL (C) and non-HDL cholesterol
(D) in healthy (control group) or diabetic rats (DM) treated with or without 0.5 g/kg of jabuticaba peel
extract (JPE). Data are presented as mean and standard error (SE). (n = 5 to 6 rats/group). *Asterisk

indicate significant statistical difference through Student t test. Statistical significance of p < 0.05.
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Figure 3. Serum levels of liver enzymes alanine aminotransferase (ALT) (A) and aspartate aminotransferase
(AST) (B) and urea (C) and creatinine (D) in healthy (control group) or diabetic rats (DM) treated with or without
0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as median and interquartile range (n = 5 to 6
rats/group). Different letters indicate significant statistical difference through Kruskal Wallis test. Statistical

significance of p < 0.05.
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Table 1 — Total number of red and white blood cells and platelets in healthy (control group) or diabetics

rats (DM) treated with or without 0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE).

Groups
Cells DM + JPE
Control JPE 0.5 g/kg DM
0.5 g/kg

Erythrocytes (10%/uL) 9.67 + 0.09 9.32 +0.12° 9.28 +0.15° 9.29 +0.19°
Platelets (10°/uL) 803.00 +43.00*° 780.83 +54.00® 557.50 +72.30* 629.67 + 76.85?
Leukocytes (10%/uL) 7.60 +0.23? 8.86 + 0.58? 4.84 +0.37° 7.36 + 0.44°

Lymphocytes (10%/uL) 6.02 £ 0.172 6.98 £ 0.472 3.38 £0.38° 545+ 0.43%

Granulocytes (10%/uL) 1.44 + 0.05% 1.60 £ 0.102 1.28 £ 0.06% 1.60 + 0.102

Monocytes (10°/uL) 0.18 + 0.05% 0.18 + 0.03? 0.20 £ 0.02° 0.25 +0.02%

Data are presented as mean and standard error (SE) (n = 5 to 6 rats/group). Different letters indicate significant

statistical difference through analysis of variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test. Statistical significance of
p < 0.05.
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Figure 4. Serum lipid peroxidation (A) and carbonyl protein (B) in healthy (control group) or diabetic
(DM) rats treated with or without 0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as mean
and standard error (SE) (n= 5 to 6 rats/group). Different letters indicate significant statistical
difference through analysis of variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test. Statistical significance of
p < 0.05.
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Figure 5. Superoxide dismutase (A) and catalase (B) activity and Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC) (C) in serum of healthy (control group) or diabetic (DM) rats treated with or
without 0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as mean and standard error (SE)
(n = 5 to 6 rats/group). Different letters indicate significant statistical difference through analysis of

variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test. Statistical significance of p < 0.05.
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Abstract

The complications generated by hyperglycemia present in diabetes mellitus (DM) have
been constantly related to oxidative stress and dysfunction in mitochondrial eletron
transport chain. Sirtuin 3 (SIRT3), which is present in mitochondria, is responsible for
regulating several proteins involved in the metabolic homeostasis and oxidative stress.
Studies have suggested alterations in the expression of SIRT3 in diabetes. Considering
this context, the objective of this study was to evaluate the effects of jabuticaba (Plinia
trunciflora) phenolic compounds, a berry native of Brazil, on the function of
mitochondrial electron transport chain complexes, SIRT3 protein expression and
oxidative stress parameters in liver of diabetic rats induced by streptozotocin. After
diabetes induction (streptozotocin 65 mg/kg), diabetic and health rats were treated with
jabuticaba peel extratc (JPE) by gavage (0.5 g/kg of weight) during 30 days. Subsequently
to treatments, it was observed that diabetic rats presented an impairment in activities of
complexes I, 11 and 111 of electron transport chain along with an overexpression of SIRT3.
In addition, an increase in lipid peroxidation and superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) activities was observed in diabetic group. The treatment with JPE was
able to recover the activity of the mitochondrial complexes and reduced the expression of
SIRT3. Besides that, JPE treatment was able to reduce oxidative damage to lipids and
bring the antioxidants enzyme activity to basal levels in diabetic rats. Together, these
results demonstrate that JPE is able to reduce oxidative stress related to DM by restoring
mitochondrial function through the regulation of SIRT3 expression. Thus, JPE could
become a possible alternative for the reduction of the development of complications
related to DM.

Key words: Diabetes, Sirtuin, phenolic compounds, electron transport chain.
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1. Introduction

Diabetes (DM) is a disease characterized primarily by hyperglycemia. The
number of DM cases has increased considerably in the world in recent years. People living
with DM have a highest risk of morbidity and mortality when compared to the general
population (Ogurtsova, Rocha, Huang, Linnenkamp, & Guariguata, 2017). Chronic
exposure to hyperglycemia is responsible for a variety of DM-related complications,
including neuropathy, nephropathy, and cardiovascular disease. Although apparently a
simple disease, DM seems to be more complex than previously thought, leading to the
disorder of several metabolic pathways that may be related to the development of
complications (Giacco & Brownlee, 2010; Volpe, Villar-Delfino, Anjos, & Nogueira-
Machado, 2018).

Among the main DM-related alterations, oxidative stress has been widely reported
and is presumed to occur as a result of mitochondrial dyfunction, with complexes | and
I showing increased activity and complex I11 presenting reduced activity, both in insulin
deficiency and in insulin resistance states (Blake & Trounce, 2013; Raza, Prabu, John, &
Avadhani, 2011; Zhang et al., 2011). An imbalance in the function of mitochondrial
complexes may favor the increased generation of reactive oxygen species (ROS) (Blake
& Trounce, 2013; Brownlee, 2001; Tiwari, Pandey, Abidi, & Rizvi, 2013). Increased
ROS can interact with lipids, proteins and nucleic acids, leading to loss of membrane
integrity, structural or functional changes in proteins and to genetic mutations (Pisoschi
& Pop, 2015).

Sirtuins (silent information regulators or SIRTS) are a family of NAD+ dependent
deacetylase proteins, distributed in various cell compartments, and which exhibit a variety
of functions (Li et al., 2015). In mammals, 7 different sirtuins (SIRT1-7) are known.

SIRT3, one of the sirtuins found in mitochondrial, regulates many of the mitochondrial
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proteins that are involved with metabolic homeostasis, oxidative stress, and cell survival
by reversible enzyme deacetylation (Hirschey, Shimazu, Huang, Schwer, & Verdin,
2011). In general, enzymatic activity of SIRT3 substrate proteins is increased following
deacetylation, suggesting that protein acetylation suppresses mitochondrial function
while SIRT3 activates function (Anderson & Hirschey, 2012). SIRT3 is highly expressed
in the brain, heart, kidney, brown adipose tissue and liver (Nogueiras et al., 2012). Studies
have observed that SIRT3 expression is down regulated in type 1 DM. Yu et al. (2017)
showed that SIRT3 expression was decreased in streptozotocin-induced diabetic rats. In
addition, Bagul, Dinda, & Banerjee (2015) demonstrated that the expression of SIRT3 in
the cardiac tissue of type | diabetic rats was decreased. In this way, SIRT3 may be a key
protein to better understand the mechanisms involved in the pathogenesis of DM and its
complications. Therefore, further investigations are required to clearly determine the
influence of SIRT3 expression on DM and its influence on the regulation of the electron
transport chain, and consequently, on the levels of oxidative stress.

The search for affordable natural products that are useful for the treatment of DM
and its complications have increased significantly in recent years, since the costs with
conventional DM treatment are expensive and in some cases may not be effective
(Newman & Cragg, 2016). In this context, the phenolic compounds have a prominent
place, once several studies have associated the pathogenesis of DM with the process of
oxidative stress (Maiese, 2015; Ullah, Khan, & Khan, 2016). Phenolic compounds
comprise a group of substances widely distributed in plants that have one or more
hydroxyl groups attached to aromatic rings (Lin et al., 2016). Several studies have already
demonstrated the biological activities of these compounds, among them, antioxidant, anti-
inflammatory (Bak, Truong, Kang, Jun, & Jeong, 2013; Rocha et al., 2015), antitumor

(Duo, Ying, Wang, & Zhang, 2012; Fantini et al., 2015) and antimicrobial activities
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(Camargo et al., 2017; Tohma et al., 2016). Besides that, it is also known that these
compounds can act with signals influencing the expression of several proteins, such as
SIRT3, and, in this way, modulate the cellular response in the most varied conditions
(Kim, Quon, & Kim, 2014).

Jabuticaba (Myrtaceae) is a fruit native to Brazil that presents a globular shape,
with a thick purple peel and a white, gelatinous and bittersweet flavor (Lorenzi et al.,
2000; Sobral et al., 2012). Studies have shown that the three main species of jabuticabas
naturally distributed in Brazil (Plinia jaboticaba, Plinia caulifora and Plinia trunciflora)
are rich in phenolic compounds, such as anthocyanins and flavonoids, concentrated
mainly in peel (Calloni et al., 2015; Neves, Stringheta, Gomez-alonso, & Hermosin-
Gutiérrez, 2018; Wu, Dastmalchi, Long, & Kennelly, 2012). However, few studies have
focused on the investigation of phenolic compounds of P. trunciflora and their biological
activities related to DM. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects
P. trunciflora peel aqueous extract on the function of the electron transport chain
complexes, the expression of SIRT3 and parameters of oxidative stress in the liver of

streptozotocin-induced diabetic rats.

2. Material and Methods
2.1. Chemicals

Antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Sucrose was
purchased from Vetec Quimica Fina Ltda. Streptozotocin, sodium citrate, citric acid, Tris,
EDTA, albumin, potassium cyadine, NADH, ubiquinone, rotenone, succinate, 2,6-
dichlorophenolindofenol, decilubiquinone, ubiquinol, cytochrome c, antimycin A,
adrenaline, glycine, hydrogen peroxide, malondialdehyde, butanol and tween-20 were

obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). All of the chemicals were of analytical grade.
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2.2. Plant Material and Sample Preparation

The collection of the jabuticabas was carried out in the cities of Caxias do Sul
(29°10'55.31"S; 51°12'9.70"0) and Veranopolis (28°56'26.00"S; 51°32'35.11"0),
Grande do Sul, Brazil, in 2017. Identification of the voucher specimens was performed
by the herbarium of the University of Caxias do Sul, RS (HUCS40706). An access
authorization (A1009E) was obtained from the Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético (SISGEN) as well as a collection authorization (n° 38096-3) was
requested from Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO).
Extract preparation was performed according to methodology described by Calloni et al.
(2015). Firstly, jabuticaba peels were removed manually and were ground in a Wiley mill
The extraction was performed with with distilled water (5 % wi/v) under reflux (100 °C)
for 15 min. Afterward, jabuticaba peel extract (JPE) was lyophilized (LIOBRAS model

L-101) and stored at -80 °C until the tests.

2.3. Animals

Twenty-four male Wistar rats weighing about 355.85 + 36 g were obtained from
Center for Reproduction and Experimentation of Laboratory Animals of the Federal
University of Rio Grande do Sul. The animals were housed in plastic cages (three animals
in each) and received water and pelleted food ad libitum and kept were kept under
controlled temperature (23 £ 2 °C) and 12 h light-dark cycle. All the procedures
performed were in accordance with the CONCEA (National Council for Control of
Animal Experimentation) and SBCAL (Brazilian Society of Science in Laboratory
Animals) and the experimental protocol were approved by the Ethics Committee for

Animals Research of the University of Caxias do Sul (001/2017).
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2.4. Diabetes Induction

Intraperitoneal injection of streptozotocin (65 mg/ml - STZ, Sigma Chemical
Company) was used for the induction of DM. (Furman, 2015). The STZ was diluted in
sodium citrate buffer (0.01 mol / L pH 4.5) and citric acid (0.01 mol / L pH 4.5) and
injected soon after dilution. Control animals received the same volume of buffer
(2mL/kg). Blood glucose levels was measured through a glycosimeter (ACCU-CHEK)
after 72 h and the animals that presented glycemia greater than 200 mg/dL were
considered diabetic (Al-Malki & Rabey, 2015; Radenkovi¢, Stojanovi¢, & Prostran,

2016).

2.5. Experimental Design and Samples

For the extract treatment, the animals were divided into four groups containing 6
animals each. The extract dissolved in water was administered once a day by gavage for
30 days. Animals were weighed every week and the dose (0.5 g/kg) of extract was
adjusted considering the current weight of each animal. The groups were organized as
follow: Control group (n = 6): animals receiving water; JPE group (n = 6): animals
receiving extract dissolved in water (0.5 g/kg); DM group (n=5): diabetic animals
receiving water; DM + JPE group (n = 6): diabetic animals receiving extract dissolved
in water (0.5 g/kg). After that, the animals were euthanized by decapitation, livers were
removed, rinsed of any adhering blood using saline buffer and thereafter were frozen at -
80 °C. Prior to analysis, livers were quickly sliced, and fragments were homogenized in

appropriate buffers.
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2.6. Tissue Homogenization

For the evaluation of the complexes of the ETC activity it was proceeded the
extraction of mitochondria from tissue. The separation of mitochondria was performed as
described by Frezza, Cipolat, & Scorrano (2007) with some modifications. The liver was
homogenized in ice cold buffer containing 0.1 M of Tris-MOPS, 0.1 M of EDTA/Tris
and 1 M sucrose, pH 7.4. Subsequently, the samples were centrifuged at 600 x g for 10
min at 4 °C. The supernatant was collected and centrifuged again at 7000 x g for 10 min
at 4 °C. The resulting supernatant was discarded, and the pellet washed with 200 ul of
ice-cold sucrose buffer, followed by further centrifugation at 7000 x g and the resulting
supernatant was discarded again. The pellet was used for the determination of total
proteins by the method of Bradford (1976) and for the determination of the activity of the
complexes I to IV of the ETC.

In order to evaluate the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT), oxidative damage to lipids and the expression of SIRT3, the tissue was
homogenized in a Potter-Elvehjem pestle and glass tube using ice cold phosphate buffered

saline (PBS). Thereafter, the homogenate was centrifuged at 1000 x g for 10 min, at 4°C.

2.7. Activity of The Mitochondrial Electron Transport Chain

The function of the complexes | to IV of ETC were evaluated by
spectrophotometric methodology described by Spinazzi, Casarin, Pertegato, Salviati, &
Angelini (2012). For this assay, the isolated mitochondria were mixed with a potassium
phosphate buffer (0, 05 M, pH: 7.5) containing bovine albumin (3 mg/mL) and potassium
cyanide (KCN, 300 uM). The NADH substrate (100 puM), the electron acceptor
ubiquinone (60 uM) and the specific rotenone inhibitor (10 pM) were added to evaluate

the activity of the complex | (Cl) of the ETC. The activity of complex Il (CIl) was evalua-
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ted with the addition of substrate succinate (20 mM), 2,6-dichlorophenolindofenol (80
uM) and electron acceptor decilubiquinone (DUB, 50 uM) and 2-thenoyltrifluoroacetone
(TTFA, 10uM). The substrate ubiquinol (DubH2, 100 uM), cytochrome ¢ (75 pM) as
electron acceptor and the specific inhibitor antimycin A (10 pg/mL) were used to
determine the activity of complex II1 (CIlI). For the evaluation of the complex IV (CIV),
the cytochrome c reduced was used as the substrate and the KCN (300 uM) was used as
a specific inhibitor. The kinetics was made spectrophotometrically at wavelengths

specific to each complex. Results are expressed as nmol/min/mg of protein.

2.8. Immunoblotting Assay

To determine the possible mechanism by which the extract acts modulating the
activity of the ETC complexes, expression of the SIRT3 protein was determined. For this,
the tissue homogenized in PBS was used. Proteins were denatured and separated on 12 %
SDS-PAGE gel. After separation, the proteins were transferred to an Immobilon-P
(Milipore®) transfer membrane. Subsequently, the membranes were blocked with 5 %
non-fat milk and incubated for 2 hours with the primary antibody. Sirtuin 3
(SIRT3 - 28kDa) (1: 1000) was used as the primary antibody. B-tubulin (55kDa) was used
as constitutive protein. After incubation with the primary antibody, the membranes were
repeatedly washed with PBS-t (PBS-buffered saline containing 0.1 % Tween-20) for the
removal of unbound primary antibody. The membranes were then stained with anti-
Rabbit 1gG conjugated—peroxidase antibodies (1:2000) for 1 h at room temperature.
Membranes were washed repeatedly. Protein detection was performed by using a
chemiluminescence protocol (Amersham Bioscience). Protein band images were
captured using ImageQuant (LAS 500 - GE Healthcare) and pairwise comparisons of the

protein bands on the immunoblot were performed using Image-J 1.45 software.

81



Artigo 2 4. Resultados

2.9. Antioxidant enzymes

The activity of the antioxidant enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and
Catalase (CAT) were determined in tissue homogenized. SOD activity was determined
by measuring the inhibition of self-catalytic adrenochrome formation rate at 480 nm,
in a reaction medium containing 1 mmol/L adrenaline (pH 2.0) and 50 mmol/L glycine
(pH 10.2). This reaction was performed at 30 °C for 3 min (Bannister & Calabrese,
1987). Results are expressed as USOD (units of SOD)/mg of protein. One unit is
defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of adrenochrome formation in
50 %. CAT activity was measured according to the methods described by Aebi (1984).
The assay measures the decomposition rate of H2O, at 240 nm. The reaction was
conducted at 30 °C for 1 min. Results are expressed as mM H202/min/mg of protein.

All absorbances were measured in spectrophotometer (SHIMADZU, model UV-1700).

2.10. Lipoperoxidation

Lipoperoxidation were evaluated through the measurement of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), which is based on the colorimetric reaction of
malondialdehyde (MDA), one of the final products of lipoperoxidation. Briefly, proteins
were precipitated using trichloroacetic acid (5 %). After centrifugation, the pellet was
dissolved in sulfuric acid (3 M) and color reagent (containing 0.03 M thiobarbituric acid,
0.1 M sodium bicarbonate and 1.5 M sodium sulfate) and heated to 100 °C. Afterwards,
1.75 mL of butanol was added, centrifuged and the supernatant readout was made
spectrometrically at 530 nm (Wills, 1966). Results are expressed as UM of MDA/mg of

protein.
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2.11. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean + standard error (SE). The data were
determined to be parametrical or non-parametrical by using the Shapiro-Wilk test. Data
were submitted to analysis of variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test. A statistical
significance of p < 0.05 was considered. The software SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL) was used for all of the statistical analysis.

3. Results

Studies have suggested that mitochondrial dysfunction exists in cells exposed to
hyperglycemia and that this would be related to the pathogenesis of DM complications.
Therefore, in this study the activity of CI to IV of the mitochondrial ETC of liver of
healthy and diabetic rats, treated with or without JPE, was evaluated. It was observed that
the activity of Cl and CII were significantly increased in the DM group when compared
to the control group (Figure 1A and B). On the other hand, the activity of CIII was
significantly decreased in the DM group, demonstrating that there is a mismatch between
the activities of the complexes during DM (Figure 1C). After the treatment with JPE for
30 days, it was observed that there was a modification of the activities of the
mitochondrial complexes, with a significant decrease of the activity of the Cl and ClI and
an increase of the activity of the CIII (Figure 1 A, B and C), demonstrating that the JPE
is able to modulate, in some way, the activity of the CI to CIlI of the mitochondrial ETC.
There was no change in the activity of the CIV (Figure 1 D). In addition, no change in the
activity of the complexes was observed in healthy rats that received the JPE.

To evaluate the possible mechanism involved in the regulation of mitochondrial
activity caused by JPE in DM rats, the expression of SIRT3, a deacetylase located in

mitochondria, which regulates the metabolic activity of enzymes and modulates the oxi-
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dative stress in this organelle, was determined. It was possible to observe that there was
an overexpression of SIRT3 in the animals of the DM group when compared to the control
group. The supplementation of JPE in diabetic rats decrease significantly the
overexpression of SIRT3 (Figure 2).

It is known that changes in the activity of the ETC complexes may lead to
increased production of reactive oxygen species (ROS) and, in turn, may lead to the
development of oxidative damage to biomolecules and an increase in oxidative stress. In
this way, the generation of ROS was evaluated indirectly through the determination of
the activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT. An increase in the activity of SOD
and CAT enzymes was observed in rats of the DM group, which may be occurring due to
increased ROS production (Figure 3 A and B). Even with increased activity of antioxidant
enzymes, there was an increase in lipoperoxidation in the DM group (Figure 3 C),
demonstrating that the compensatory increase in antioxidant defenses is not enough to
prevent oxidative damage in diabetic rats. On the other hand, when diabetic rats received
JPE supplementation, the activity of SOD and CAT enzymes presented values near the
basal level concomitantly with a decrease in oxidative damage to lipids (Figure 3 A, B

and C).

4. Discussion

Some studies have demonstrated the presence of mitochondrial dysfunction
during DM, which can, in turn, lead to oxidative stress (Blake & Trounce, 2013; Sivitz &
Yorek, 2010; Wada & Nakatsuka, 2016). Evidence suggests that the mitochondrial
electron transport chain function is regulated by the SIRT3 protein (Bause & Haigis,
2013). Investigations have shown that there may be changes in SIRT3 expression in DM,

however, there are controversial in results (Bagul, Dinda, & Banerjee, 2015; Yu et al.
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2017; Li et al., 2018). In addition, studies have shown that phenolic compounds have the
potential to regulate the expression of several proteins, including sirtuins, and thus
regulate mitochondrial function and oxidative stress. Therefore, these compounds could
be allies in the prevention of complications related to DM.

Jabuticaba (P. trunciflora) is a fruit rich in phenolic compounds and some studies
have already demonstrated its antioxidant potential (Calloni et al., 2015; Sacchet et al.,
2015). Nevertheless, its effect on complexes of the mitochondrial ETC activity and SIRT3
expression of diabetic rats has not been studied.

In fact, this study demonstrated that there is a mitochondrial dysfunction in
diabetic animals, with an increase in the activity of Cl and CII of the ETC, which may be
due to the increase in the influx of electrons in these two complexes. On the contrary, a
decrease in the activity of CIII was observed. The activity of CIV did not present
alteration in the diabetic group. Other studies have also shown that there is a dysfunction
of the ETC of diabetic rats. Raza, Prabu, John, & Avadhani (2011) demonstrated that
there is a significant increase in CI and CII activity and a reduction in CIlI and CIV
activity in the liver of diabetic rats induced by streptozotocin. Zhang et al. (2011)
observed a significant reduction in CllI activity of the ETC in the kidney of diabetic mice,
accompanied by an overactivity of CI.

When the diabetic rats received the JPE, it was observed that there was a
modulation of the activity of the ETC complexes, with a reduction of the activity of the
Cl and CII, with the values returning to the basal levels. Regarding the CII1, the treatment
with JPE induced a significant increase of the activity, showing, in this way, the JPE is
able to modulate the ETC activity. Corroborating with our study, Gambato et al. (2018)
demonstrated an increase in Cl activity in hyperglycemic endothelial cells and the

treatment with Pleurotus albidus extract, rich in phenolic compounds, was able to bring
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Cl activity to the basal levels. Regarding the activity of Clll, Mustata et al. (2005) also
demonstrated that streptozotocin-induced diabetic rats showed a decrease in the specific
activity of CII1 in renal cortex and suggests that there may be damage to the CII1 proteins
through glycation. In addition, studies have shown that aldehydes derived from lipid
peroxidation may lead to inhibition of CIIl (Musatov & Robinson, 2012; Picklo,
Amarnath, Mclntyre, Graham, & Montine, 1999). In our study we also observed
increased lipid peroxidation in diabetic rats, which could have led to inhibition of CIII.

In order to understand how the regulation of changes in mitochondrial function
observed in DM occurs, this study evaluated the SIRT3 expression. SIRT3, a
mitochondrial sirtuin, is responsible for regulating several proteins through deacetylation,
such as, for example, ETC proteins and enzymes like SOD, and thus regulate the
metabolic activity and oxidative stress of this organelle (Bause & Haigis, 2013). In this
study, an overexpression of SIRT3 was observed in the diabetic group. Li et al. (2018)
also found an overexpression of SIRT3 in hepatocytes of hight-fat-diet-induced diabetic
rats. This increase in SIRT3 expression may be responsible for the observed increase in
ETC Cl and CII activity (Bause & Haigis, 2013). Other authors have found a decrease in
SIRTS3, but in this case it is not clear how to explain the increase in ETC activity. In our
study, we showed that SIRT3 appears to regulate Cl and CII activity, but apparently not
Clll and CIV.

It is not yet clear what could be causing increased expression of SIRT3 in diabetic
rats. However, we hypothesized that even with the increased activity of ETC CI and Cl|,
the decrease in CIII activity would lead to a decrease in ATP generation, which in turn,
could be signaling the overexpression of SIRT3, being a compensatory response to induce
a greater energy production. In fact, Vassilopoulos et al. (2014) study has shown that

SIRT3 is sensitive to intracellular ATP levels and regulates the ATP synthase. In addition,
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a study by Wu et al. (2017) with streptozotocin-induced diabetic rats demonstrated that
in fact there is a decrease in intracellular ATP levels, even with the presence of increased
activity in the ETC complexes in the pancreas. Furthermore, in a study by Rato et al.
(2014) also showed an increase in the activity of Cl concomitant to a decrease in
mitochondrial CIlI activity, being that this dissociation of activities of the complexes led
to the impairment of ATP formation in testicles of pre-diabetic rats.

After treatment with JPE a significant decrease in SIRT3 expression was
observed. How the JPE regulates the expression of this protein is not fully elucidated. A
study by Li et al. (2018) demonstrated that berberine, an alkaloid, led to decreased SIRT3
expression in hepatocytes of high fat diet rats. In addition, a study by Buler, Aatsinki,
Izzi, & Hakkola (2012) has shown that metformin, one of the main drugs used for the
treatment of DM, also induces decrease in expression of SIRT3 in primary hepatocyte
and liver culture in vivo. It suggests that the regulation of SIRT3 expression would be
involved in the mechanisms of action of metformin and, therefore, SIRT3 could be an
important target for the treatment of DM.

The alteration in the function of mitochondrial complexes could explain the
increase of oxidative stress during DM. In fact, this study also observed an increase in
oxidative damage to lipids in the diabetes group, which may be a consequence of an
overproduction of superoxide radical (O2™) from the ETC. The increased substrate
available in the hepatic cells of diabetic rats, especially glucose and fatty acids, may lead
to an increase in oxidative phosphorylation which, together with the existence of a
reduced function of CIlI, may lead to increased O>" production by increase in the escape
of ETC electrons that react with O»> (Blake & Trounce, 2013; Raza et al., 2011).
Therefore, it is suggested that this may be the key process related to cell lesions caused

by hyperglycemia.
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In this study we also observed an increase in the antioxidant enzymes SOD and
CAT in DM group. The overproduction of O2™ in the mitochondrial ETC of diabetic rats
would be responsible for inducing an increase in the activity of the SOD enzyme, which
is responsible for disrupting the O." in hydrogen peroxide (H202). Consequently,
increased H>O> production would be responsible for increased CAT enzyme activity. It
can be said that in oxidative stress the positive regulation of SOD and CAT activity is not
necessarily protective, but rather a compensatory response to eliminate excess O>™ and
H20,, considering that even increased, the enzyme did not prevent damage to lipids.
These data confirm the existence of an increase in the production of reactive oxygen
species (ROS) and, consequently, an increase in oxidative stress in diabetic rats.

With the restoration of the activity of the ETC complexes after treatment of the
diabetic rats with JPE, it was also observed that there was a decrease in lipid peroxidation
and a decrease in the activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT. This decrease
in the activity of the enzymes can be explained by a probable lower production of 02"
and, consequently, lower H20> production, which, in turn, led to a decrease in oxidative
damage to lipids. With the lower production of ROS in ETC, the enzymes would be less
necessary leading to a decrease in their activity. In addition, it is known that SIRT3 is
also responsible for the regulation of SOD through deacetylation. Thus, down regulation
of SIRT3 in the DM group treated with JPE may also be responsible for the reduction of

SOD activity, since this will be less deacetylated and, therefore, will have less activity.

5. Conclusion
In summary, these findings together demonstrate a novel biological effect for JPE
with the potential to regulate the expression of SIRT3 and thereby regulates the function

of the mitochondrial electron transport chain and, consequently, reduces oxidative dama-
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ge in liver of diabetic rats. In this way, the JPE becomes an important source of phenolic
compounds with potential for a possible adjuvant treatment of complications related to

DM. Further studies are needed to completely elucidate this mechanism of action.

6. References

Aebi, H. (1984). Catalase In Vitro. Methods Enzymol, 105(1947), 121-126.
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(84)05016-3

Al-Malki, A. L., & Rabey, H. A. El. (2015). The Antidiabetic Effect of Low Doses of
Moringa oleifera Lam. Seeds on Streptozotocin Induced Diabetes and Diabetic
Nephropathy in Male Rats. BioMed Research International, 2015, 1-13.
https://doi.org/10.1155/2015/381040.

Anderson, K. A., & Hirschey, M. D. (2012). Mitochondrial protein acetylation regulates
metabolism. Essays Biochem., 52, 1-13. https://doi.org/10.1042/bse0520023

Bagul, P. K., Dinda, A. K., & Banerjee, S. K. (2015). Effect of resveratrol on sirtuins
expression and cardiac complications in diabetes. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 468(1-2), 221-227.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2015.10.126

Bak, M. J., Truong, V. L., Kang, H. S., Jun, M., & Jeong, W. S. (2013). Anti-
inflammatory effect of procyanidins from wild grape (vitis amurensis) seeds in LPS-
induced RAW 264.7 cells. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2013, 1-11.
https://doi.org/10.1155/2013/409321

Bannister, J. V, & Calabrese, L. (1987). Assays for superoxide dismutase. Methods
Biochem Anal., 32, 279-312.
https://doi.org/https://doi.org/10.1002/9780470110539.ch5

Bause, A. S., & Haigis, M. C. (2013). SIRT3 regulation of mitochondrial oxidative stress.
Experimental Gerontology, 48(7), 634-639.
https://doi.org/10.1016/j.exger.2012.08.007

Blake, R., & Trounce, I. A. (2013). Mitochondrial dysfunction and complications
associated with diabetes. Biochimica et Biophysica Acta Journa, 1840(4), 1404—
1412. https://doi.org/http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2013.11.007

Bradford, M. M. (1976). A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical
Biochemistry, 254,  248-254.  https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-
2697(76)90527-3

Brownlee, M. (2001). Biochemistry and molecular cell biology of diabetic complications.
Nature, 414, 813-820. https://doi.org/10.1038/414813a

Buler, M., Aatsinki, S. M., lzzi, V., & Hakkola, J. (2012). Metformin Reduces Hepatic
Expression of SIRT3, the Mitochondrial Deacetylase Controlling Energy
Metabolism. PLoS ONE, 7(11), 1-10. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0049863

89



Artigo 2 4. Resultados

Calloni, C., Agnol, R. D., Martinez, L. S., de Siqueira Marcon, F., Moura, S., & Salvador,
M. (2015). Jaboticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) fruit reduces oxidative
stress in human fibroblasts cells (MRC-5). Food Research International, 70, 15-22.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2015.01.032

Camargo, A. C. de, Regitano-d’Arce, M. A. B., Rasera, G. B., Canniatti-Brazaca, S. G.,
Silva, L. do P., Alvarenga, V. O., ... Shahidi, F. (2017). Phenolic acids and
flavonoids of peanut by-products: Antioxidant capacity and antimicrobial effects.
Food Chemistry, 237, 538-544. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.05.046

Duo, J,, Ying, G. G., Wang, G. W., & Zhang, L. (2012). Quercetin inhibits human breast
cancer cell proliferation and induces apoptosis via Bcl-2 and Bax regulation.
Molecular Medicine Reports, 5(6), 1453-1456.
https://doi.org/10.3892/mmr.2012.845

Fantini, M., Benvenuto, M., Masuelli, L., Frajese, G. V., Tresoldi, I., Modesti, A., & Bei,
R. (2015). In vitro and in vivo antitumoral effects of combinations of polyphenols,
or polyphenols and anticancer drugs: Perspectives on cancer treatment. International
Journal of Molecular Sciences, 16(5), 9236-9282.
https://doi.org/10.3390/ijms16059236

Frezza, C., Cipolat, S., & Scorrano, L. (2007). Organelle isolation: Functional
mitochondria from mouse liver, muscle and cultured filroblasts. Nature Protocols,
2(2), 287-295. https://doi.org/10.1038/nprot.2006.478

Furman, B. L. (2015). Streptozotocin-Induced Diabetic Models in Mice and Rats. Current
Protocols in Pharmacology, 70, 5.47.1-5.47.20.
https://doi.org/10.1002/0471141755.ph0547s70

Gambato, G., Pavéo, E. M., Chilanti, G., Fontana, R. C., Salvador, M., & Camassola, M.
(2018). Pleurotus albidus Modulates Mitochondrial Metabolism Disrupted by
Hyperglycaemia in EA.hy926 Endothelial Cells. BioMed Research International,
19(2018). https://doi.org/10.1155/2018/2859787

Giacco, F., & Brownlee, M. (2010). Oxidative stress and diabetic complications.
Circulation Research, 107(9), 1058-1070.
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.110.223545

Hirschey, M. D., Shimazu, T., Huang, J. Y., Schwer, B., & Verdin, E. (2011). SIRT3
regulates mitochondrial protein acetylation and intermediary metabolism. Cold
Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 76, 267-277.
https://doi.org/10.1101/sgb.2011.76.010850

Kim, H. S., Quon, M. J., & Kim, J. a. (2014). New insights into the mechanisms of
polyphenols beyond antioxidant properties; lessons from the green tea polyphenol,
epigallocatechin 3-gallate. Redox Biology, 2(1), 187-195.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2013.12.022

Lorenzi, H.; Bacher, I.; Lacerda, M.; Sartori, S. (2000). Brazilian fruits and cultivated
exotics (for consumin in natura). Nova Odessa, Brazil: Instituto Plantarum de
Estudos da Flora. 667p.

Li, A, Liu, Q., Li, Q., Liu, B., Yang, Y., & Zhang, N. (2018). Berberine Reduces
Pyruvate-driven Hepatic Glucose Production by Limiting Mitochondrial Import of
Pyruvate through Mitochondrial Pyruvate Carrier 1. EBioMedicine, 34, 243-255.

90



Artigo 2 4. Resultados

https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2018.07.039

Li, Y., Liu, T., Liao, S., Li, Y., Lan, Y., Wang, A., ... He, B. (2015). A mini-review on
Sirtuin activity assays. Biochemical and Biophysical Research Communications,
467(3), 459-466. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2015.09.172

Lin, D., Xiao, M., Zhao, J., Li, Z., Xing, B., Li, X., ... Chen, S. (2016). An overview of
plant phenolic compounds and their importance in human nutrition and management
of type 2 diabetes. Molecules, 21(10), 1-19.
https://doi.org/10.3390/molecules21101374

Maiese, K. (2015). New insights for oxidative stress and diabetes mellitus. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2015, 46-49.
https://doi.org/10.1155/2015/875961

Musatov, A., & Robinson, N. C. (2012). Susceptibility of mitochondrial electron-
transport complexes to oxidative damage. Focus on cytochrome ¢ oxidase. Free
Radical Research, 46(11), 1313-1326.
https://doi.org/10.3109/10715762.2012.717273

Mustata, G. T., Rosca, M., Biemel, K. M., Reihl, O., Smith, M. a, Viswanathan, A., ...
Monnier, V. M. (2005). Paradoxical effects of green tea (Camellia sinensis) and
antioxidant vitamins in diabetic rats: improved retinopathy and renal mitochondrial
defects but deterioration of collagen matrix glycoxidation and cross-linking.
Diabetes, 54(2), 517-526.

Neves, N. D. A,, Stringheta, P. C., GoOmez-alonso, S., & Hermosin-Gutiérrez, 1. (2018).
Flavonols and ellagic acid derivatives in peels of different species of jabuticaba
(Plinia spp.) identified by HPLC-DAD-ESI/MSn. Food Chemistry, 30(252), 61-71.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.01.078

Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2016). Natural Products as Sources of New Drugs from
1981 to 2014. Journal of Natural Products, 79(3), 629-661.
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.5b01055

Nogueiras, R., Habegger, K. M., Chaudhary, N., Finan, B., Banks, A. S., Dietrich, M. O.,
... Tschop, M. H. (2012). Sirtuin 1 and Sirtuin 3: Physiological Modulators of
Metabolism. Physiological Reviews, 92(3), 1479-1514.
https://doi.org/10.1152/physrev.00022.2011

Ogurtsova, K., Rocha, J. D., Huang, Y., Linnenkamp, U., & Guariguata, L. (2017). IDF
Diabetes Atlas : Global estimates for the prevalence of diabetes for 2015 and 2040.
Diabetes Research and Clinical Practice, 128, 40-50.
https://doi.org/10.1016/j.diabres.2017.03.024

Omotayo, E. O., Gurtu, S., Sulaiman, S. A., Wahab, M. S., K.N.S, S., & Salleh, S. (2010).
Hypoglycemic and Antioxidant Effects of Honey Supplementation in
Streptozotocin-induced Diabetic Rats. International Journal for Vitamin and
Nutrition Research, 80(1), 74-82. https://doi.org/10.1024/0300-9831/a000008

Picklo, M. J., Amarnath, V., Mcintyre, J. O., Graham, D. G., & Montine, T. J. (1999). 4-
Hydroxy-2(E)-nonenal inhibits CNS mitochondrial respiration at multiple sites.
Journal of Neurochemistry, 72(4), 1617-1624. https://doi.org/10.1046/}.1471-
4159.1999.721617.x

91



Artigo 2 4. Resultados

Pisoschi, A. M., & Pop, A. (2015). The role of antioxidants in the chemistry of oxidative
stress: A review. European Journal of Medicinal Chemistry, 97, 55-74.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2015.04.040

Radenkovi¢, M., Stojanovié, M., & Prostran, M. (2016). Experimental diabetes induced
by alloxan and streptozotocin: The current state of the art. Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods, 78, 13-31.
https://doi.org/10.1016/j.vascn.2015.11.004

Rato, L., Duarte, A. 1., Tomas, G. D., Santos, M. S., Moreira, P. 1., Socorro, S., ...
Oliveira, P. F. (2014). Pre-diabetes alters testicular PGC1-0/SIRT3 axis modulating
mitochondrial bioenergetics and oxidative stress. Biochimica et Biophysica Acta -
Bioenergetics, 1837(3), 335-344. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2013.12.008

Raza, H., Prabu, S. K., John, A., & Avadhani, N. G. (2011). Impaired mitochondrial
respiratory functions and oxidative stress in streptozotocin-induced diabetic rats.
International ~ Journal of Molecular  Sciences, 12(5), 3133-3147.
https://doi.org/10.3390/ijms12053133

Rocha, J., Eduardo-Figueira, M., Barateiro, A., Fernandes, A., Brites, D., Bronze, R., ...
Sepodes, B. (2015). Anti-inflammatory effect of rosmarinic acid and an extract of
rosmarinus officinalis in rat models of local and systemic inflammation. Basic and
Clinical Pharmacology and Toxicology, 116(5), 398-413.
https://doi.org/10.1111/bcpt.12335

Sacchet, C., Mocelin, R., Sachett, A., Bevilaqua, F., Chitolina, R., Kuhn, F., ... Piato, A.
L. (2015). Antidepressant-Like and Antioxidant Effects of Plinia trunciflora in Mice.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2015, 1-9.
https://doi.org/10.1155/2015/601503

Sandoval-Acufia, C., Ferreira, J., & Speisky, H. (2014). Polyphenols and mitochondria:
An update on their increasingly emerging ROS-scavenging independent actions.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 1(5), 75-90.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2014.05.017

Sivitz, W. I., & Yorek, M. A. (2010). Mitochondrial Dysfunction in Diabetes: From
Molecular Mechanisms to Functional Significance and Therapeutic Opportunities.
Antioxidants & Redox Signaling, 12(4), 537-577
https://doi.org/10.1089/ars.2009.2531

Spinazzi, M., Casarin, A., Pertegato, V., Salviati, L., & Angelini, C. (2012). Assessment
of mitochondrial respiratory chain enzymatic activities on tissues and cultured cells.
Nature Protocols, 7(6), 1235-1246. https://doi.org/10.1038/nprot.2012.058

Sobral, M., Proenca, C., Souza, M., Mazine, F., Lucas, E. (2012). Myrtaceae in Lista de
Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Tiwari, B. K., Pandey, K. B., Abidi, A. B., & Rizvi, S. I. (2013). Markers of Oxidative
Stress during Diabetes Mellitus. Journal of Biomarkers, 2013, 1-8.
https://doi.org/10.1155/2013/378790

Tohma, H., Koksal, E., Kilig, O., Alan, Y., Yilmaz, M., Giil¢in, 1., ... Alwasel, S. (2016).
RP-HPLC/MS/MS Analysis of the Phenolic Compounds, Antioxidant and
Antimicrobial Activities of Salvia L. Species. Antioxidants, 5(38), 1-15.
https://doi.org/10.3390/antiox5040038

92



Artigo 2 4. Resultados

Ullah, A., Khan, A., & Khan, I. (2016). Diabetes mellitus and oxidative stress — A
concise  review. Saudi  Pharmaceutical Journal, 24(5), 547-553.
https://doi.org/10.1016/j.jsps.2015.03.013

Vassilopoulos, A., Pennington, J. D., Andresson, T., Rees, D. M., Bosley, A. D., Fearnley,
I. M., ... Gius, D. (2014). SIRT3 Deacetylates ATP Synthase F 1 Complex Proteins
in Response to Nutrient- and Exercise-Induced Stress. Antioxidants & Redox
Signaling, 21(4), 551-564. https://doi.org/10.1089/ars.2013.5420

Volpe, C. M. O., Villar-Delfino, P. H., Anjos, P. M. F. dos, & Nogueira-Machado, J. A.
(2018). Cellular death , reactive oxygen species ( ROS ) and diabetic complications.
Cell Death & Disease, 9(2), 1-9.
https://doi.org/https://doi.org/10.2337/diabetes.54.2.517

Wada, J., & Nakatsuka, A. (2016). Mitochondrial dynamics and mitochondrial
dysfunction in diabetes. Acta Medica Okayama, 70(3), 151-158.
https://doi.org/10.17925/USE.2010.06.1.20

Wills, E. D. (1966). Mechanisms of lipid peroxide formation in animal tissues. The
Biochemical Journal, 99(3), 667-676.

Wu, J., Luo, X., Thangthaeng, N., Sumien, N., Chen, Z., Rutledge, M. A., ... Yan, L. J.
(2017). Pancreatic mitochondrial complex | exhibits aberrant hyperactivity in
diabetes.  Biochemistry and  Biophysics  Reports, 11(6), 119-129.
https://doi.org/10.1016/j.bbrep.2017.07.007

Wu, S., Dastmalchi, K., Long, C., & Kennelly, E. J. (2012). Metabolite Profiling of
Jaboticaba (Myrciaria cauliflora) and Other Dark-Colored Fruit Juices. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(30), 7513-7525.
https://doi.org/10.1021/jf301888y

Yu, L., Gong, B., Duan, W., Fan, C., Zhang, J., Li, Z., ... Wang, H. (2017). Melatonin
ameliorates myocardial ischemia/reperfusion injury in type 1 diabetic rats by
preserving mitochondrial function: Role of AMPK-PGC-1a-SIRT3 signaling.
Scientific Reports, 7(1), 1-13. https://doi.org/10.1038/srep41337

Zhang, H., Zhang, H. M., Wu, L. P, Tan, D. X., Kamat, A., Li, Y. Q., ... Zhang, B. X.
(2011). Impaired mitochondrial complex 111 and melatonin responsive reactive

oxygen species generation in kidney mitochondria of db/db mice. Journal of Pineal
Research, 51(3), 338-344. https://doi.org/10.1111/j.1600-079X.2011.00894.x

93



Arti

go 2

4, Resultados

Complex | activity
(nmol/min/mg of protein)

Complex Ill activity
(nmol/min/mg of protein)
=)
<

Figure 1. Activity of complexes | (A), Il (B), 1l (C) and 1V (D) of the liver mitochondrial electron
transport chain of healthy (control group) and diabetic rats (DM) treated with or without 0.5 g/kg
jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as mean and standard error (SE) (n =5 to 6

rats/group). Different letters indicate significant statistical difference through analysis of variance
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(ANOVA) with Tukey post-hoc test. Statistical significance of p < 0.05.
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Figure 2. Expression of SIRT3 in liver of healthy (control group) or diabetic (DM) rats treated
with or without 0.5 g/kg of jabuticaba peel extract (JPE). Data are presented as mean and
standard error (SE) of at least three replicates. Different letters indicate significant statistical

difference through analysis of variance (ANOVA) with Tukey post hoc test. Statistical
significance of p < 0.05.
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Figure 3. Superoxide dismutase (A) and catalase (B) activity and lipid peroxidation levels (C) in
liver of healthy (control group) or diabetic (DM) rats treated with or without 0.5 g/kg of jabuticaba
peel extract (JPE). Data are presented as mean and standard error (SE) (n = 5 to 6 rats/group).
Different letters indicate significant statistical difference through analysis of variance (ANOVA)

with Tukey post-hoc test. Statistical significance of p < 0.05.
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5. DISCUSSAO GERAL

A prevaléncia de DM tem aumentado significativamente no Brasil e no mundo nos
altimos anos, o que a torna uma doenca epidémica (Duncan et al., 2017; Ogurtsova et al.,
2017). A hiperglicemia € uma caracteristica comum do DM, independente da causa, se
por uma deficiéncia de insulina ou uma resisténcia a agcdo do hormonio. E justamente por
ndo apresentar sintomatologia significativa, um dos grandes problemas relacionados a
doenca séo as alteraces que se desenvolvem de forma lenta e gradativa em diversos
orgaos e tecidos. Independentemente do tipo de DM, a hiperglicemia cronica é o principal
fator de risco para o desenvolvimento de complicagdes (Marcovecchio, 2017).

Estudos ja demonstraram que a hiperglicemia pode levar ao desenvolvimento de
estresse oxidativo, principalmente em células ndo insulino dependente, as quais estdo
constantemente expostas a altos niveis de glicose. Isso faz com que essas células sejam
as mais suscetiveis a alteracdes e, consequentemente, mais propensas a apresentarem
complicacdes relacionadas ao DM (Ullah et al, 2016; Lunder et al., 2018). Alguns estudos
inclusive indicam que mesmo ap6s o controle glicémico, o estresse oxidativo pode
persistir (Dal et al, 2016; Gadjeva et al., 2017; Costantino et al., 2017; Testa et al., 2017;
Rodrigues et al., 2018). Com isso, tem aumentado o interesse pelos compostos fendlicos
como possiveis compostos com capacidade de proteger contra os danos oxidativos e,
desta forma, minimizar o desenvolvimento de complica¢es do DM.

A jabuticaba é considerada um alimento funcional por conter além de
macronutrientes e micronutrientes, fitonutrientes em quantidades significativas,
sobretudo compostos fendlicos, os quais se concentram principalmente na casca. Além
disso, estudos ja demonstraram diversas atividades biologicas importantes para essa fruta,
principalmente das espécies P cauliflora e P jaboticaba. Entretanto, poucos estudos

investigaram o potencial bioldgico da espécie P. trunciflora. Portanto, considerando este
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contexto, este estudo buscou avaliar a composi¢do quimica e os efeitos do extrato aquoso
de casca de jabuticaba (JPE) (P. trunciflora) em marcadores bioquimicos, hematologicos,
funcdo mitocondrial, expressdo de SIRT3 e parametros de estresse oxidativo no soro e no
figado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

Para o estudo dos efeitos do JPE sobre pardametros metabdlicos e de estresse
oxidativo relacionados ao DM, foram utilizados ratos machos nos quais o DM foi
induzido por meio de injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (STZ). A STZ é um
antibiotico de amplo espectro que possui propriedade diabetogénica. Essa propriedade é
caracterizada pela destruigdo seletiva das células B pancreaticas, ja que a STZ €
reconhecida pelo GLUT2, abundante neste tipo de células. Assim, a STZ causa
deficiéncia de insulina pela morte das células 3 e, consequente hiperglicemia, polidipsia
e polidria, que imitam o DM1 humano (Wu & Huan, 2008; Wu & Yan, 2015). Por isso,
a STZ é amplamente utilizada para inducdo de diabetes experimental em roedores
(Szkudelski, 2001; Radenkovi¢, 2016). Apo6s a inducdo do DM com STZ, os ratos
receberam 0,5g/kg de peso de JPE, administrado através de gavagem, durante 30 dias.

Nossos resultados mostraram que apés a indu¢do do DM com STZ, houve um
aumento significativo da glicemia dos ratos, sendo que ao final dos 30 dias de tratamento,
os ratos com DM apresentaram niveis de glicose cerca de 5 vezes mais altos em relacdo
aos animais saudaveis. Apos os 30 dias de tratamento com o JPE nos ratos com DM, nédo
foi observada alteracdo da hiperglicemia. Este resultado era esperado, ja que,
considerando a concentracdo de STZ utilizada e os niveis de glicose sérica nos ratos
diabéticos, seria muito dificil reverter esse efeito.

Dentre as principais complicacdes que podem ser desenvolvidas em consequéncia
da hiperglicemia presente no DM estéo as alteragdes da fungéo renal. Individuos com DM

tém chances quase 2 vezes maiores de desenvolver doenca renal do que aqueles sem DM
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(Ene-lordache et al., 2016). Estudos demonstram que 0 estresse oxidativo est associado
a disfuncdo e morte de células endoteliais glomerulares e que essa alteragdo esta
relacionada com a doenca renal no DM (Daehn et al., 2017). Para a avaliagéo da funcao
renal, os niveis de creatinina e ureia sdo amplamente utilizados, ja que os rins sdo a via
de excrecdo desses compostos e, quando ha doenca renal, esses marcadores se acumulam
no soro. Em nosso estudo, observou-se que apenas um dos marcadores de fungéo renal
avaliados, a ureia, apresentou-se significativamente aumentada no soro dos ratos
diabéticos, sendo que houve um aumento de cerca de 33 % nestes niveis em relacdo aos
animais saudaveis. A suplementagcdo com JPE néo alterou os niveis de ureia dos ratos
com DM. Por outro lado, os niveis de creatinina apresentaram uma tendéncia a aumentar.
Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os valores
apresentados pelos animais com DM e os animais do grupo controle. Da mesma forma, a
suplementacdo com JPE ndo alterou os niveis deste marcador nos ratos diabéticos.
Considerando que os niveis de creatinina estdo diretamente relacionados a quantidade de
massa muscular e hd uma perda significativa de massa muscular no DM1 ndo tratado, a
diminuicdo na massa muscular dos ratos pode ter levado a uma menor formacgédo de
creatinina (Patel et al., 2013). Além disso, o tempo de duracdo do DM também pode
influenciar os niveis de creatinina ja que pode levar anos para que ocorra 0
desenvolvimento de nefropatia diabética (Lim, 2014). Desta forma, um més poderia ser
um periodo curto para induzir a nefropatia diabética e alterar dos niveis de creatinina de
forma proeminente.

Além dos rins, o figado esta entre os principais 6rgdos suscetiveis aos efeitos do
estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, o que, por sua vez, pode levar a lesdo do

tecido hepatico e, consequentemente, a disfuncéo do 6rgdo (Mohamed et al., 2016). As

99



5. Discussdo Geral

alteracOes hepaticas sdo mais proeminentes em pacientes que apresentam DM1 com
controle glicémico ineficiente (Al-Hussaini et al, 2012; Barros et al., 2017). Estudos
indicam que o DM esta associado a uma variedade de alteracGes hepéticas, como, por
exemplo, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e elevacdo anormal de enzimas
hepaticas (Mohamed et al., 2016). No DML1, a deficiéncia de insulina induz a ativacéo da
lipase horménio sensivel no tecido adiposo, 0 que leva a um aumento da lipdlise e
consequente liberacdo de &cidos graxos livres na circulacdo e que, posteriormente
poderdo acumular no figado, causando dano. Além disso, 0s niveis de enzimas hepaticas
podem apresentar-se alterados. Portanto, para a avaliacdo da funcao hepaética, este estudo
determinou os niveis das enzimas AST e ALT. Foi observado um aumento significativo
dos niveis plasmaticos da enzima ALT, de cerca de trés vezes o valor apresentado pelo
grupo controle, demonstrando que o DM induziu algum grau de dano hepético. O
tratamento dos ratos diabéticos com JPE apresentou uma tendéncia em induzir a
diminuicdo dos niveis da enzima, entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa. Por outro lado, em relacdo aos niveis da enzima AST, foi observada uma
resposta distinta, ou seja, 0s ratos diabéticos ndo apresentaram elevacéo significativa dos
niveis desta enzima. Adicionalmente, o tratamento dos ratos com DM com o JPE também
ndo causou modificacbes dos niveis séricos desta mesma enzima. A magnitude da
elevacdo da ALT é geralmente maior do que a AST, isso porque, a meia-vida da ALT ¢
mais longa e AST tem maior fracdo mitocondrial (Aulbach & Amuzie, 2017). Além disso,
geralmente pacientes com esteatose hepatica ndo alcodlica apresentam niveis de ALT
elevados de forma mais proeminente do que os niveis de AST (Mohamed et al., 2016), o
que explica, ao menos parcialmente, os resultados encontrados em nosso estudo. Os ratos
saudaveis que receberam JPE nédo apresentaram alteracdo dos niveis das enzimas AST e

ALT, demonstrando que o JPE ndo foi hepatotoxico.
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Além dos danos renais e hepéticos, conforme ja citado anteriormente, a deficiéncia
de insulina, caracteristica de DM1, também acarreta grandes alteragdes no metabolismo
de lipideos. A falta de insulina leva a uma reducdo da atividade da enzima lipase
lipoproteica na superficie luminal das células endoteliais capilares, fazendo com que as
lipoproteinas ricas em triglicérides (quilomicrons, VLDLS) concentrem-se no plasma,
levando a hipertrigliceridemia (Vergés, 2015). Além disso, 0 DM1 ndo tratado exibe um
aumento no influxo de &cidos graxos livres do tecido adiposo para o sangue, devido a
ativacdo da enzima lipase horménio sensivel deste tecido pela auséncia de insulina.
Adicionalmente a isso, a deficiéncia de insulina diminui a expressdo de receptores de
colesterol LDL, o que também leva a maior concentracdo desta molécula no plasma
(Duvillard et al., 2003). Assim, em nosso estudo os niveis de triglicerideos (TG),
colesterol total (CT), colesterol HDL e ndo-HDL foram determinados. Observou-se um
aumento significativo dos niveis de TG, CT e ndo-HDL no soro dos ratos diabéticos. A
suplementacdo com JPE durante 30 dias foi capaz de reduzir de forma significativa em
cerca de 50, 25 e 40 % niveis de TG, CT e ndo-HDL, respectivamente. A reducdo dos
niveis de TG induzida pelo JPE é semelhante a observada em farmacos utilizados em
tratamentos convencionais, como, por exemplo, os fibratos, que reduzem as taxas séricas
de TG de 30 a 60 % (Faludi et al., 2017). Além disso, um estudo realizado por Sheng et
al (2012) mostrou que o uso de estatinas em pacientes diabéticos reduz os niveis de CT
em 20-28 %, valores semelhantes aos apresentados pelo JPE. Além disso, o JPE foi capaz
de induzir aumento dos niveis de HDL, tanto nos ratos saudaveis quantos nos ratos
diabéticos, em cerca de 20 e 17 %, respectivamente. Diversos estudos tém demonstrado
a capacidade de compostos fendlicos em reduzir os niveis de lipidios plasmaticos e varios
mecanismos tém sido propostos para esse efeito. Estudo de Nekohashi et al. (2014) sugere

gue compostos fendlicos como a luteolina e a quercetina diminuem os niveis de colesterol
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plasmatico ao inibir o transportador de colesterol intestinal NPC1L1 em cultura de células
Caco-2 e em ratos. Diversos estudos demonstraram ainda a capacidade de compostos
fendlicos em inibir enzimas digestivas com como lipase pancreética, fosfolipase A2,
colesterol esterase pancredtica e, assim, diminuir a absor¢do de lipidios no intestino
(Sugiyama et al., 2007; Adisakwattana et al., 2010; Gu et al., 2011; Hassan, 2014; Cires
et al., 2017). Além disso, estudos tém demonstrado a capacidade de compostos fenolicos
de inibir a solubilidade de micelas do colesterol e, desta forma, inibir a absor¢éo deste
lipideo (Su et al., 2015; Ogawa et al., 2016). Nosso estudo também demonstrou a
capacidade do JPE em inibir a enzima lipase pancreatica o que poderia explicar, ao menos
em parte, a reducdo de triglicerideos plasmaticos induzida pelo JPE. Alezandro et al.
(2013) atribui a reducao dos lipideos plasmaticos, observada nos ratos diabéticos tratados
com jabuticaba liofilizada (M. jaboticaba), a presenca de fibras. Entretanto, cabe ressaltar
que o JPE utilizado em nosso estudo ndo contém fibras. Portanto, o efeito de reducdo de
lipideos plasmaticos observado em nosso estudo pode ser atribuido, ao menos em parte,
aos polifenois presentes no JPE.

Estudos também j& demonstraram a capacidade de compostos fendlicos obtidos a
partir de diferentes fontes, como ché verde, azeitonas, arroz e frutas, de reduzir colesterol
e triglicerideos plasmaticos através da regulacdo da expressao de genes, como o de PPAR-
a, fatores de transcricdo que modulam o metabolismo energético no figado, tecido
adiposo e musculo (Kim et al., 2010; Jang et al., 2012; Tian et al., 2013; Kim et al., 2014).

A dislipidemia € um fator de risco ja bastante conhecido para doencas
cardiovasculares. Além disso, essas doencas sdo a principal complicacdo e causa de
mortalidade em pacientes diabéticos (Leon & Maddox, 2015). Desta forma, considerando
0 potencial dos compostos fendlicos em regular digestdo, absor¢do e metabolismo de

lipideos, esses compostos podem ser uma alternativa para a prevengéo de uma das princi-
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pais complicacdes relacionadas ao DM.

Alem das alteracbes relacionadas ao DM ja& mencionadas, estudos tém
demonstrado que pacientes com diabetes apresentam maior ocorréncia de infeccoes
comuns como cistite, pneumonia, tuberculose, infec¢des de pele e mucosas (Shah & Hux,
2003; Muller et al., 2005; Benfield et al., 2007; Casqueiro et al., 2012; Dryden et al.,
2015). Este fato pode estar relacionado a alteracdes do sistema imune durante 0 DM. Em
nosso estudo observou-se uma diminuicdo significativa da contagem de linfocitos e
leucdcitos totais nos animais do grupo DM. De fato, outros estudos tém demonstrado que
a hiperglicemia crénica em conjunto com cetoacidose leva a reducéo da proliferacao de
linfocitos por suprimir a resposta de estimulagdo e aumentar o estresse oxidativo e a
apoptose nessas celulas (Rubinstein et al., 2008; Daoud et al., 2009; Muller et al., 2011).
Adicionalmente, pesquisas tém demonstrado defeitos nas atividades quimiotaticas,
fagociticas e microbicidas de neutréfilos em individuos com DM (Alba-Loureiro et al.,
2007; Daoud et al., 2009). Em nosso estudo, quando os ratos diabéticos foram tratados
com JPE, observou-se um aumento significativo da contagem de linfdcitos e leucdcitos,
fazendo com que o nimero de células retornasse para valores semelhantes aos do grupo
controle. Esse efeito do JPE sobre as células do sistema imune pode ser atribuido, ao
menos em parte, aos compostos fenodlicos presentes no extrato. Alguns poucos estudos
demonstraram que estes compostos apresentam essa capacidade. Karasawa et al. (2011)
mostraram que o extrato de tdmaras administrado em camundongos por 30 dias induziu
um aumento de células imunocompetentes, incluindo linfécitos T, células natural killer
(NK), macrofagos e células dendriticas na placa de Peyer e no baco. Em outro estudo de
John et al. (2011), foi demonstrado que os compostos fendlicos de Cassia auriculata
melhoraram a proliferacdo de linfécitos T em ratos idosos. Além disso, 14 dias de

suplementacdo com sucos ricos em flavonoides e antocianinas, obtidos através de uma
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mistura de frutas, aumentou a proliferacdo de linfocitos ex vivo e atividade das célulasNK
em humanos (Bub et al., 2003; Ding et al., 2018).

Considerando que foram obtidos resultados promissores em relacéo ao efeito do
JPE sobre a hiperlipidemia e na restauragdo do sistema imune de ratos diabéticos, esses
resultados deram origem a um depdsito de patente (ANEXO 1)

Uma série de estudos ja demonstrou a presenca de estresse oxidativo durante o DM
(Giacco & Brownle, 2010; Bajaj & Khan, 2012; Chikezie et al., 2015; Ullah et al., 2016).
De fato, em nosso estudo também foi obseravda a presenca de estresse oxidativo
aumentado nos ratos diabéticos, atraves do aumento significativo de danos oxidativos a
proteinas e lipidios, tanto no soro quanto no figado. Alem disso, observou-se uma
desregulacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT. No soro dos ratos
diabéticos, a enzima SOD apresentou-se aumentada, demonstrando, de forma indireta,
que pode ter ocorrido um aumento da producéo de Oz, levando a uma resposta adaptativa
da enzima numa tentativa de eliminar o excesso de O.". Outros estudos ja levantaram essa
hipdtese, sendo que Aksoy et al. (2004) e Niture et al. (2014) afirmam que 0 aumento de
SOD pode ser um mecanismo compensatorio em resposta a0 aumento prolongado de
superproducdo de O.. O aumento da atividade de SOD pode levar a um aumento na
geragdo de H.O, o qual, por sua vez, é degradado pela enzima CAT. Neste estudo, foi
observada uma diminuicao da atividade da enzima CAT no soro dos animais diabéticos,
0 que pode ser responsavel, em parte, pelo aumento do estresse oxidativo. Uma
superprodugdo de H.O», além da capacidade de metabolizacdo de CAT, pode causar
danos a essa enzima e, consequentemente, levar a uma diminuicdo em sua atividade
(Omotayo et al., 2010). Por outro lado, observou-se que ambas as enzimas se
apresentaram aumentadas no figado dos ratos diabéticos. Desta forma, parece que o

aumento da atividade da SOD e CAT nao é necessariamente protetora, mas sim uma res-
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posta compensatoria para eliminar o excesso de Oz e H20>, considerando que, mesmo
aumentadas, as enzimas ndo preveniram os danos oxidativos aos lipidios, os quais
apresentaram-se aumentados também no figado dos ratos diabéticos.

Tem sido indicado que a principal fonte de geracdo de EROs durante 0 DM ¢€ a
mitocondria. Autores como Raza et al. (2011) e Blake & Trounce (2013) afirmam que 0
aumento de substratos energéticos disponiveis nas células hepéticas de ratos diabéticos,
principalmente glicose e &cidos graxos, pode levar a um aumento da fosforilagéo
oxidativa na CTE. O aumento do fluxo de elétrons da CTE juntamente com uma disfuncéo
dos complexos mitocondriais levaria a um aumento da producéo de Oz, através do escape
de elétrons da cadeia, os quais reagem com o O». De fato, 0 presente estudo observou
uma disfuncdo da atividade dos complexos da CTE no figado, sendo que o0s ratos
diabéticos apresentaram um aumento significativo da atividade dos CI e Il e uma
diminuicao significativa da atividade do CIlI em relacdo ao grupo controle. A atividade
do CIV ndo apresentou alteragcdes. Outros estudos também mostraram que ha uma
disfuncdo da CTE de ratos diabéticos. Raza et al. (2011) demonstraram que hd um
aumento significativo na atividade de CI e Cll e uma reducdo na atividade de Clll e CIV
no figado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Zhang et al. (2011) também
observaram uma reducdo significativa na atividade do CIlIl da CTE no rim de
camundongos diabéticos, acompanhados por uma hiperatividade do CI. A atividade do
CIlI reduzida em conjunto com os Cl e Cll aumentados pode ser a principal causa do
aumento de geracdo de Oz e, consequentemente, a causa da alteracdo da atividade das
enzimas antioxidantes e do aumento dos danos oxidativos observados em nosso estudo.

Quando os ratos diabéticos foram tratados com o JPE, observou-se que este foi
capaz de modular a atividade da CTE, j& que houve diminuicdo da atividade dos Cl e Cll,

com os valores retornando ao nivel basal e, por outro lado, um aumento da atividade do
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ClIll. Corroborando com nossos dados, Gambato et al. (2018) demonstraram um aumento
na atividade do CI em células endoteliais expostas a hiperglicémia e o tratamento com
extrato de Pleurotus albidus, rico em compostos fenélicos, foi capaz de fazer com que a
atividade do CI retornasse aos niveis basais. Estudo de Pajuelo et al. (2012), demonstrou
que o extrato de proantocianidinas de semente de uva foi capaz de modular a atividade
mitocondrial do tecido adiposo marrom de ratos com obesidade induzida através da dieta.
Os mecanismos exatos através dos quais os compostos fendlicos levam a reducdo da
atividade dos ClI e CIl ndo estdo totalmente compreendidos. Concomitantemente com a
regulacdo da atividade dos complexos da CTE, observou-se que o JPE também modulou
a atividade das enzimas antioxidantes, reduzindo a atividade de SOD e aumentando a
atividade de CAT no soro e reduzindo a atividade das duas enzimas no figado. A
diminuicao da atividade das enzimas pode ser explicada por uma reducao na producéo de
0. na CTE o que, consequentemente, levou a uma menor geracao de H20». De fato, foi
observado em nosso estudo uma redugdo nos danos oxidativos a lipidios e a proteinas,
tanto no soro quanto no figado dos ratos que receberam a suplementacdo de JPE. Estudo
de Omotayo et al. (2009) também demonstrou que a suplementacdo de ratos diabéticos
com mel induziu uma diminuicdo na atividade da enzima SOD nos rins,
concomitantemente com a reducdo dos niveis de malondialdeido, marcador de
peroxidacao lipidica. A diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes ap0s o
tratamento com o JPE poderia ser também uma resposta compensatoria, ja que houve um
aumento da capacidade antioxidante total do plasma.

Estudos tém demonstrado que a acdo dos compostos fendlicos in vivo vai muito
além da sua capacidade direta de reduzir RL, ja que as concentracdes plasmaticas e
intracelulares destes compostos sdo consideradas muito baixas para possibilitar esse

efeito. Assim, a capacidade antioxidante destes compostos poderia ser explicada por di-
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Versos outros mecanismos, incluindo a modulacéo da expressdo de proteinas (Serrano et
al., 2016). Em uma tentativa de compreender os mecanismos envolvidos com a
modulacdo dos complexos mitocondriais e reducao do estresse oxidativo observada nos
ratos tratados com JPE, a expressao da proteina SIRT3 foi avaliada no tecido hepatico
destes animais. SIRT3 é uma proteina presente nas mitocondrias responsavel por regular
varias proteinas através da desacetilacdo, como, por exemplo, proteinas da CTE e enzimas
como a SOD, e assim regular a atividade metabdlica e o estresse oxidativo nessa organela
(Bause & Haigis, 2013). Os resultados mostraram uma superexpressao de SIRT3 no
figado dos ratos do grupo DM e o tratamento com o JPE resultou em uma redugéo
significativa da expressdo desta proteina. Li et al. (2018) também encontraram uma
superexpressdo de SIRT3 em hepatocitos de ratos diabéticos induzidos por dieta rica em
gordura.

Considerando que SIRT3 € responsavel pela regulacdo dos complexos
mitocondriais, este aumento na expressao de SIRT3 corrobora com 0 aumento observado
na atividade do Cl e CIl da CTE e o aumento da atividade de SOD (Bause & Haigis,
2013). Por outro lado, a superexpessao de SIRT3 ndo explica a reducédo da atividade do
CIll. Portanto, nossa hipdtese é que pode haver dano oxidativo especificamente nas
proteinas deste complexo. Mustata et al. (2005) também demonstraram que ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina mostraram diminuicdo da atividade do CIlI
mitocondrial no cortex renal e sugerem que pode haver dano as proteinas através da
glicacdo. Além disso, estudos mostraram que os aldeidos derivados da peroxidagdo
lipidica podem levar a inibicao do ClII (Picklo et al., 1999). Mesmo assim, é importante
que mais estudos sejam realizados para compreender essa alteracdo especifica de

atividade do CIII.
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A causa do aumento da expressao de SIRT3 nos ratos diabéticos ndo esta totalmente
clara, j& que a literatura apresenta dados controversos como, por exemplo, a expressao de
SIRT3 diminuida neste mesmo modelo. No entanto, levantamos outra hipotese, de que a
reducdo da atividade do CIIl, mesmo com um aumento da atividade dos Cl e CII, levaria
a um comprometimento da producdo de ATP através da fosforilacdo oxidativa, o que
poderia sinalizar a superexpressdo de SIRT3, sendo portanto, uma resposta compensatoria
para regular a producéo de energia. De fato, Vassilopoulos et al. (2014) mostraram que a
SIRT3 é sensivel aos niveis de ATP intracelular e regula a atividade da ATP sintase. Além
disso, um estudo de Wu et al. (2017) com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
demonstraram que, de fato, h4 uma diminuicdo nos niveis de ATP intracelular mesmo
com a presenca de atividade aumentada nos complexos CTE no pancreas. Além disso,
em um estudo de Rato et al. (2014) também foi demonstrado um aumento na atividade
do CI concomitante a uma diminuicdo na atividade do ClII, sendo que esta dissociacdo
das atividades dos complexos levou ao comprometimento da formacdo de ATP nos
testiculos de ratos pré-diabéticos.

Neste estudo o JPE reduziu a expressdao de SIRT3 nos ratos diabéticos e essa
reducao pode ser responsavel, ao menos em parte, pela modulacao dos complexos da CTE
e, consequentemente, pela melhora dos parametros de estresse oxidativo. Um estudo de
Li et al. (2018) demonstrou que a berberina, um alcaldide, levou a uma reducdo da
expresdo de SIRT3 em hepatocitos de ratos com dieta hiperlipidica. Além disso, estudo
de Buler et al. (2012) mostrou que a metformina, um dos principais farmacos utilizados
para o tratamento de DM, também induz reducdo da expressdo de SIRT3 em cultura
primaria de hepatocitos e no figado in vivo, sugerindo que a regulacdo da expressdo de

SIRT3 estaria envolvida nos mecanismos de a¢do deste farmaco.
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Estudos tém demonstrado que a casca de jabuticabas, tanto da espécie P. jaboticaba
quanto P. cauliflora, é especialmente rica em flavonois, antocianinas e derivados de acido
elagico (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012; Leite-Legattiet al., 2012; Neves et al.,
2018). Entretanto, a composicdo quimica da espécie P. trunciflora ainda & pouco
estudada. Assim, para a caracterizagdo quimica do JPE, foi realizado fracionamento em
coluna aberta, de acordo com metodologia descrita por Li ef al. (2017). Para tanto,
utilizou-se como fase estaciondria a silica gel 60 (0.063-0.2mm - Merck) e como eluente
foi utilizado um gradiente de diferentes proporcdes de cloroféormio e metanol
(CHCI13/MeOH) (40:1, 30:1, 20:1, 15:1, 8:1, 6:1,4:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 0:1). O fracionamento
inicial resultou em 58 fracdes. Apos, realizou-se cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando-se como fase estacionaria cromatofolha de aluminio (Alugram Xtra Sil G -
Silica Gel 60), com indicador UV254 e como fase movel uma mistura de diferentes
proporcdes de acetato de etila, acido formico, acido acético e agua (100:11:11:26 v/v) e
como revelador uma solugdo metanodlica de difenilboriloxietilamina (NP). As fragdes que
mostraram mobilidade cromatografica semelhante foram reunidas, resultando, ao final,
em 6 subfragdes (SF1-6). Posteriormente, as diferentes subfragdes foram submetidas a
analise de HPLC (HP modelo 1100). As analises foram realizadas em equipamento HPLC
marca HP modelo 1100, coluna Lichrospher RPig (5um) equipado com detector UV a
210nm e sistema quaternario de bombas. A andlise em fase reversa foi constituida de:
solvente A — dgua Milli-Q com 1% de acido fosforico e solvente B — Acetonitrila. O
sistema de bombeamento da fase movel foi gradiente, com 90% do solvente A de 0 a
Smin, 60% de A de 5 a 40min e 90% de A de 45 a 50min. O fluxo padrao foi mantido a
0,5 mL/min de acordo com Morelli (2010). As amostras foram filtradas em membranas
de Nylon de 0,45um de diametro de poro. Os compostos fendlicos foram identificados de

acordo com sua ordem de elui¢do e por comparacao de seu tempo de retengdo com aqueles
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de seus padrdes puros. A quantificagdo foi realizada pelo método de padronizacao externa,
através da correlagdo da area (mAU*s) do pico do composto & curva padrdo realizada
com cada padrdo avaliado (4cido galico, epigalocatequina, catequina, epicatequina,
epigalocatequina galato, rutina, vitexina, acido ferulico, naringina, hesperidina,
miricetina, resveratrol, quercetina e apigenina). O resultado esta expresso em pg/mL de
extrato.

Foi possivel identificar a presenca de 10 compostos fendlicos, dentre eles dois
acidos fendlicos, o acido galico, presente em todas as subfracGes, e feralico, presente na
SF1 e 2. Além disso, quatro flavan-3-ois também foram identificados, dentre eles, a
catequina, presente nas SF1, 2, 5 e 6, epicatequina, presente nas SF1 e 5,
epigalocatequina, presente nas SF3, 5 e 6, e epigalocatequina galato, presente apenas na
SF1. Adicionalmente, trés flavonois foram identificados, dentre eles rutina e quercetina,
presentes nas SF1 e 2, e miricitina, presente apenas na SF2. Por fim, uma flavanona, a
naringina, foi identificada na SF1. Dentre os compostos indentificados, acido galico e
ferulico estdo presentes em maior quantidade no JPE (ANEXO II). Estudo anterior de
nosso laboratério ja havia identificado canferol e cianidina-3-O-glicosideo no JPE,
através da analise por espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS)
(Calloni et al., 2015). Além disso, estudo de Sacchet et al (2015), com extrato aquoso da
fruta inteira, também da espécie de P. trunciflora, indentificou 5 antoncianinas diferentes,
entre elas cianidina e malvidina e suas formas glicosiladas, além de delfinidina 3-O-
glusideo. Alezandro et al. (2013) ja haviam relatado a presenca de monémeros e dimeros
de proantocianidinas na casca de outras espécies de jabuticaba (M. jaboticaba e M.
cauliflora). Os flavondis, rutina, quercetina e miricitina, também ja haviam sido

identificados para a espécie M. cauliflora, em estudo de Reynertson et al. (2006). Ja o
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composto naringina ndo havia sido relatado em nenhum outro estudo de composigéo
quimica da jabuticaba.

Juntos, os resultados apresentados neste estudo demonstram os importantes efeitos
bioldgicos do JPE como a capacidade hipolipemiante, a capacidade de modulacdo do
sistema imune, modulacdo dos complexos mitocondriais através da regulacéo de SIRT3
e reducédo de parametros de estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes. Assim, 0
JPE torna-se uma fonte importante de compostos fendlicos com potencial alternativa para
um possivel tratamento das complica¢des causadas pelo DM. Obviamente, mais estudos
s80 necessarios para elucidar completamente os mecanismos de acdo sugeridos neste

estudo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

A anélise de cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a indentificacdo
de 10 compostos fendlicos, dentre eles dois acidos fendlicos (&cido galico e
feralico), quatro flavan-3-ois, (catequina, epicatequina, epigalocatequina e
epigalocatequina galato), trés flavondis (rutina, quercetina e miricitina) e uma
flavanona (naringina);

O tratamento dos ratos diabéticos com JPE ndo causou alteragdo sobre 0s niveis
séricos de glicose, ureia, creatinina e das enzimas hepéticas AST e ALT,;

O JPE foi capaz de induzir a reducdo significativa dos niveis de triglicerideos e
colesterol total e ndo-HDL dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;
O JPE apresentou capacidade de inibi¢do da enzima lipase pancreatica;

Tanto os ratos saudaveis quanto os ratos diabéticos tratados com JPE
apresentaram um aumento significativo dos niveis de colesterol HDL;

O JPE restaurou a contagem de linfocitos e leucdcitos totais nos ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina;

O tratamento com JPE foi capaz de modular a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, tanto no soro quanto no figado, dos ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina;

O JPE foi capaz de evitar dos danos oxidativos a lipideos e a proteinas tanto no
soro quanto no figado dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;

A suplementacao de JPE melhorou a capacidade antioxidante total do soro, tanto

dos ratos saudaveis quanto dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;
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1.10. O JPE foi capaz de modular a funcdo mitocondrial, através da diminuicdo da
atividade dos complexo | e 1l e do aumento da atividade do complexo Il da
CTE no figado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;

1.11. O JPE induziu uma diminuicdo da expressao da proteina SIRT3 no figado dos

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, seria importante:

1.1 Determinar a composicdo quimica do JPE através de espectrometria de
massas;

1.2.Avaliar os parametros de estresse oxidativo nos demais tecidos, como cérebro,
rim e musculo esquelético, dos ratos saudaveis e diabéticos tratados ou ndo
com JPE;

1.3.Determinar marcadores de inflamacao no soro e nos tecidos dos ratos saudaveis
e diabéticos tratados ou ndo com JPE;

1.4.Avaliar a expressdo de outras sirtuinas, como SIRT1, tanto no figado quanto
no cérebro, rim e musculo esquelético dos ratos saudaveis e diabéticos tratados
ou néo com JPE;

1.5.Avaliar histopatologicamente os tecidos hepaticos e pancreatico dos ratos
saudaveis e diabéticos tratados ou ndo com JPE.

1.6.Determinar a toxicidade do JPE utilizando-se modelo de zebrafish.
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Titulo da Invengdo ou Modelo de USO DO EXTRATO DE PLINIA TRUNCIFLORA (O. BERG) KAUSEL
Utilidade (54):
Resumo: A presente invencéo descreve uso de extrato de Plinia trunciflora (O.
Berg) Kausel no preparo de diferentes composicdes como
nutracéutica, farmacéutica, fitotérapica, suplementos alimentares e
alimentos funcionais. Especificamente, a presente invencao
compreende o uso do extrato para controle de colesterol,
triglicerideos e aumento de leucécitos e linfocitos em condicédo de
hiperglicemia e, ainda mais especificamente, o uso do extrato para
preparo de composi¢cdo farmacéutica para tratar complicacdes na
Diabetes Mellitus. A presente invencdo se situa nos campos da
farmacia, alimentos, medicina e nutricdo.
Figura a publicar: 1
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9. Anexos

9.2. Anexo Il

Tabela 1. Concentracdo de compostos fenolicos das subfragdes (SF) do extrato de casca de jabuticaba (P. trunciflora) JPE determinada através da analise de HPLC.

- Compostos fenoélicos (ng/mL)
Subfracoes

do JPE AcG Epg Cat Epicat Epg galato Rut AcFer Nar Mir Querc

SF1 ACN 0,724 + 0,021

SF1 MetOH 18,724 + 0,051 i 0,471 40,005 0,700 £0,011 0,640=0,003 5,964+0,097 19,696+ 0,174 0,297 + 0,062 : 0,468 +0,012
SF2 3871140449 . 0,264 + 0,010 . . 0,808 0,088 10,619 + 0,070 : 1395 40,045 0923 %0067
SF3 146940025 02470010 i i i i : : _ _

SF4  0,809%0,020 i i i i i : _ _ _
SF5  8730+0,142 0,129+0,016 035240015 0,594=0,011 i i : : _ _
SF6  9,144+0,197 0,141+0,008 0,614+ 0,016 i i 1,862+ 0,072 : : : :

AcG:acido gélico; Epg: epigalocatequina; Cat: catequina; Epicat: epicatequina; Epg galato: epigalocatequina galato; Rut: rutina; AcFer: acido ferulico; Nar: naringina; Mir:
miricetina; Querc: quercetina.
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