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RESUMO 

O diabetes é uma doença multifatorial caracterizada pela presença de hiperglicemia em 

consequência da deficiência de insulina ou da resistência de tecidos periféricos a esse 

hormônio. A hiperglicemia crônica presente no diabetes tem sido relacionada ao 

desenvolvimento de estresse oxidativo, o qual, por sua vez, tem papel importante no início 

e progressão das complicações da doença. Por isso, tem-se investigado os efeitos de 

compostos fenólicos na prevenção das complicações relacionadas ao diabetes. Neste 

contexto, a jabuticaba (Plinia trunciflora) ganha cada vez mais destaque, já que é uma 

fruta nativa do Brasil, rica em compostos fenólicos, que se concentram principalmente na 

casca. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a composição química do extrato 

aquoso de casca de P. trunciflora e o seu efeito sobre marcadores metabólicos e 

hematológicos, função mitocondrial e estresse oxidativo de ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina. A composição química foi determinada através de análise de 

cromatografia líquida de alta eficiência. Já para a avaliação dos efeitos biológicos, 24 

ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle de ratos 

saudáveis, um grupo de ratos saudáveis 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. Após 30 dias de tratamento, os ratos foram eutanasiados e o sangue e o 

fígado foram coletados para as avaliações. Os ensaios de cromatografia mostraram a 

presença de compostos como ácido gálico e ferrúlico, catequina, epicatequina, 

epigalocatequina, epigalocatequina galato, rutina, quercetina, miricitina e naringina no 

extrato. Foi possível observar uma redução significativa dos níveis séricos de 

triglicerídeos, colesterol total e não-HDL nos ratos diabéticos tratados com o extrato, 

além de um aumento no colesterol HDL, tanto no grupo de ratos saudáveis quanto no 

grupo de diabéticos que receberam extrato. Após o tratamento, houve também a restaura-
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ção da contagem de linfócitos e leucócitos totais nos ratos diabéticos. Além disso, o 

tratamento com o extrato melhorou a capacidade antioxidante total do soro, tanto nos 

ratos saudáveis quanto nos ratos diabéticos, e foi capaz de reduzir os danos oxidativos a 

lipídeos e proteínas e modular as enzimas antioxidantes, tanto no soro quanto no fígado 

do grupo de ratos diabéticos. Observou-se ainda que o extrato foi capaz de modular a 

atividade dos complexos I, II e III da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e a 

expressão da proteína sirtuína 3. Juntos, estes resultados demonstram o potencial do 

extrato de P. trunciflora na modulação das alterações metabólicas, hematológicas e de 

estresse oxidativo induzidas pelo diabetes, tornando-o, desta forma, uma alternativa com 

potencial para a prevenção das complicações relacionadas a essa doença.  

 

Palavras-chave: Compostos fenólicos, Estresse Oxidativo, Mitocôndria, Lipídeos, 

SIRT3 
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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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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, II and III 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. INTRODUÇÃO 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabólica complexa que se 

caracteriza por uma incapacidade do organismo em controlar os níveis de glicose 

sanguínea. O DM pode ser dividido em dois principais tipos, de acordo com a etiologia. 

O DM tipo 1 (DM1) é caracterizado pela ausência de produção de insulina e ocorre 

principalmente em consequência da destruição autoimune das células β-pancreáticas. Por 

outro lado, o DM tipo 2 (DM2) ocorre em decorrência da resistência dos tecidos 

periféricos à ação da insulina e compreendem a maior parte dos casos da doença.  

O número de pacientes diagnosticados com DM aumentou expressivamente nas 

últimas décadas, o que a torna uma doença epidêmica e, consequentemente, um grande 

problema de saúde pública. Segundo a Federação Internacional do Diabetes, em 2015 

existia uma estimativa de que a cada 11 adultos, 1 apresentava DM, o que representa cerca 

de 415 milhões de pessoas. As projeções indicam que esses números continuarão 

aumentando, sendo que se espera que cerca de 642 milhões de pessoas sejam 

diagnosticadas com DM até 2040. No Brasil, existiam, em 2015, cerca de 12 milhões (6,1 

%) de pessoas diagnosticadas com DM, sendo que neste mesmo ano ocorreram 62.466 

mortes atribuídas a doença. Além disso, no mundo, estima-se que existam cerca de 174,8 

milhões de casos não diagnosticados da doença. 

Independentemente do tipo de DM, a hiperglicemia é uma das principais 

alterações iniciais da doença, sendo que o aumento da glicemia frequentemente ocorre 

anos antes do diagnóstico. Além disso, estudos demonstram que a hiperglicemia induz o 

aumento de estresse oxidativo, o qual, por sua vez, é um dos principais responsáveis pelo 

desenvolvimento das complicações relacionadas ao DM. Essas complicações incluem 

nefropatia, neuropatia, retinopatia e as doenças cardiovasculares e cerebrovasculares. As 

alterações no perfil lipídico, comuns de ocorrerem em pacientes diabéticos, podem contri- 
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buir para o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares, as quais são uma das 

principais causas de morte nestes pacientes. Além disso, outra complicação comum em 

pacientes com DM é a maior ocorrência de alguns tipos de infeçcões, como, por exemplo, 

cistite, pneumonia, tuberculose, infecções de pele e mucosas. 

O tratamento do diabetes visa retardar o aparecimento de complicações da 

doença e impedir sua progressão, principalmente mediante o controle glicêmico. 

Entretanto, sabe-se que entre 40 e 60 % dos pacientes com DM apresentam controle 

glicêmico deficiente, o que aumenta consideravelmente o estresse oxidativo e os riscos 

de desenvolvimento de complicações. Neste contexto, a busca por tratamentos 

alternativos, que auxiliem na diminuição dos danos oxidativos relacionados ao DM, tem 

aumentado substancialmente. Os compostos fenólicos, produtos naturais largamente 

distribuídos em frutas e vegetais e que estão presentes na dieta humana, são amplamente 

estudados devido à sua capacidade de prevenir os danos oxidativos.  

A jabuticaba é uma fruta nativa do Brasil, rica em compostos fenólicos. Três 

espécies têm distribuição natural e são cultivadas no país, sendo elas a Plinia trunciflora 

(O. Berg) Kausel, a Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e a Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel. 

Nos últimos anos, a jabuticaba despertou interesse científico em relação aos possíveis 

efeitos benéficos a saúde. De fato, estudos já demonstraram que as espécies P. cauliflora 

e P. jaboticaba apresentam importantes atividades biológicas, tanto in vitro quanto in 

vivo, como atividade antioxidante, anti-inflamatória, antiproliferativa, antifúngica, dentre 

outras, as quais são atribuídas principalmente aos flavonóis e antocianinas que estão 

concentrados em sua grande maioria na casca da fruta. Entretanto, existem poucos estudos 

sobre caracterização química e efeitos biológicos da espécie P. trunciflora. Assim, o 

objetivo deste estudo foi avaliar a composição química e os efeitos do extrato aquoso de 

casca de jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) sobre marcadores metabólicos, 
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hematológicos, função mitocondrial e estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes 

induzido por estreptozotocina. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1. ESTRESSE OXIDATIVO 

Em organismos aeróbicos cerca de 85 a 90% do oxigênio celular é consumido 

pelas mitocôndrias para a produção de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP). 

Em consequência do metabolismo aeróbico, são formados, como subprodutos, os radicais 

livres (RL) (Pamplona & Constantini, 2011; Sisein, 2014). Os RL são átomos, moléculas 

ou íons que apresentam pelo menos um elétron não emparelhado na camada de valência 

o que os torna instáveis e, desta forma, apresentam capacidade de reagir oxidando outros 

átomos ou moléculas (Ferrari et al., 2011; Halliwell & Gutteridge, 2015). Frequentemente 

os RL derivados do O2 são incluídos na denominação de espécies reativas de oxigênio 

(ERO), as quais incluem, além dos RL, outras moléculas não apresentam elétrons 

desemparelhados, mas que são da mesma forma reativas e capazes de gerar outras ERO 

(Carocho & Ferreira, 2013; Panth et al., 2016).  

Dentre as ERO estão incluídos RL como os radicais ânion superóxido (O2
•-), 

hidroxil (HO•), alcoxil (RO•) e peroxil (RO2
•), assim como as espécies não radicalares, 

por exemplo, o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio singlet (1O2), o ácido 

hipocloroso (HOCl) e o ozônio (O3) (Lü et al., 2010; Halliwell & Gutteridge, 2015).  

O principal mecanismo de formação de RL é através da redução do O2, que inicia uma 

cascata de formação de outros RL e ERO. A adição de um elétron a molécula de O2 leva 

a geração de O2
•-, o qual pode ser rapidamente degradado pela enzima antioxidante 

superóxido dismutase (SOD), gerando H2O2 e O2. O H2O2 gerado a partir da reação 

catalisada pela SOD, por sua vez, pode ser decomposto a H2O e O2 pelas enzimas catalase 

(CAT) ou glutationa peroxidase (GPx). Por outro lado, o H2O2 pode ser convertido no 

radical HO•, na presença de metais de transição reduzidos, como o ferro (Fe+2), através 

da reação de Fenton; assim como o O2
•- pode reagir com o NO• resultando na formação 

de de peroxinitrito (ONOO-) (Figura 1) (Pisoschi & Pop, 2015).  
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Figura 1. Cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial, geração de ERO e defesas antioxidantes. 

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

membrana interna da mitocôndria. O complexo I oxida o NADH a NAD+ e o complexo II converte o 

FADH2 a FAD+, ambos gerados no ciclo do ácido cítrico. Os prótons (H+) atravessam a membrana 

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

eletroquímico. Os elétrons entregues nos complexos I e II são transferidos a coenzima Q (ubiquinona) e, 

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

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

IV, os elétrons são transferidos ao O2 que, juntamente com H+ forma H2O. No complexo V, o gradiente 

de prótons formado impulsiona a geração de ATP. Elétrons do complexo I e III podem reagir com o O2 

formando O2
•-. A enzima antioxidante SOD, presente na matriz mitocondrial, degrada o O2

•- a H2O2 que, 

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

pela GPx a H2O e O2. Alternativamente, o O2
•- pode reagir com o ON• formando o ONOO- ou, através da 

reação de Fenton, reagir com metais de transição, como o Fe2+ formando HO•. Fonte: adaptado de 

Pamplona & Constanti, 2011.  



 2. Revisão da Literatura 

 

6 

A geração de ERO pode ocorrer tanto através do metabolismo endógeno quanto 

ser induzida por fatores exógenos. A maior fonte endógena de geração de ERO é a 

mitocôndria, onde o O2
•- 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 têm 

demonstrado que alterações da atividade dos complexos I (NADH:ubiquinona redutase) 

e III (Citocromo-c redutase) leva ao aumento na geração de O2
•- (Carrasco-Pozo et al., 

2011; Carrasco-Pozo et al., 2012; Sandoval-Acuña et al., 2014). Outras fontes endógenas 

de geração de ERO são as enzimas microssomais, como citocromo P450, e o metabolismo 

de lipídeos nos peroxissomos, os quais geram principalmente H2O2. Células fagocitárias 

do sistema imune, como neutrófilos e macrófagos, apresentam um mecanismo de defesa 

contra micro-organismos invasores que utiliza ERO formadas através da ativação 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 geração endógena contínua de ERO, alguns fatores externos que podem 

induzir a formação intracelular destas moléculas incluem a exposição a irradiação 

ionizante (ultravioleta, raios-X e gama), poluentes atmosféricos, como dióxido de 

nitrogênio (NO2), fármacos e seus metabólitos, constituintes do tabaco, etanol e pesticidas 

(Phaniendra et al., 2015).  

Em condições fisiológicas normais, as células são capazes de manter a 

homeostase do seu estado redox através da geração e eliminação de ERO. Além disso, 

diversas evidências demonstram o papel das ERO na sinalização celular de vários 

processos fisiológicos normais, tais como regulação da proliferação e de sobrevivência 

celular (Ma, 2010; Shadel & Horvath, 2015).  

Um aumento na formação de ERO ou uma alteração dos mecanismos celulares 

de eliminação dessas moléculas devido a estímulos exógenos ou alterações metabólicas 

endógenas pode levar a um distúrbio 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 situação, as ERO podem reagir com 

componentes celulares, como lipídeos, proteínas e nucleotídeos, oxidando-os e resultando 

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

 

 

Os lipídios são as moléculas mais suscetíveis à modificação oxidativa, 

especialmente aqueles presentes nas membranas, como os ácidos graxos poli-insaturados 

dos fosfolipídios. A peroxidação lipídica é iniciada através da reação de um RL com a 

cadeia lateral de um ácido graxo, removendo um átomo de hidrogênio de um carbono 

metilíco. Quanto mais ligações duplas estiverem presentes nas moléculas de ácidos 

graxos, mais fácil de remover átomos de hidrogênio e, consequentemente, formar um 

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

resistentes a ação dos RL do que os ácidos graxos poli-insaturados. A peroxidação lipídica 

gera radicais que podem reagir com moléculas lipídicas subsequentes e propagar uma rea- 

Figura 2. Principais fontes endógenas e exógenas na geração de radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio e antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Fonte: 

adaptado de Morry et al., 2017.  
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ção em cadeia que, como resultado final, produz aldeídos, incluindo o malondialdeído e 

o 4-hidroxi-2-nonenal, os quais também são tóxicos e causam danos ao DNA e às 

proteínas (Phaniendra et al., 2015; Gaschler & Stockwell, 2017). 

A oxidação de proteínas pode ocorrer de três diferentes formas, por exemplo, pela 

modificação oxidativa de um aminoácido específico, clivagem peptídica mediada por 

espécies reativas e formação de ligações cruzadas das proteínas com produtos da 

peroxidação lipídica. As ERO podem induzir danos oxidativos em resíduos de 

aminoácidos específicos, tais como lisina, prolina, treonina e arginina, originando 

derivados carbonilo. A presença de grupos carbonila em proteínas tem sido considerada 

como o marcador de oxidação de proteínas mediada por ERO. Os danos oxidativos a 

proteínas podem afetar a função de receptores, enzimas, anticorpos e proteínas de 

transporte (Fedorova et al., 2013; Phaniendra et al., 2015). 

O dano induzido pelos RL ao DNA pode causar alterações como a produção de 

sítios de base livre, deleções, modificação de bases, frameshift, quebras de cadeias, cross-

links e rearranjos cromossomais. A oxidação do DNA pode produzir mutações e 

prejudicar vias de transcrição e tradução, comprometendo, assim, a síntese de proteínas 

(Carocho & Ferreira, 2013).  

O estresse oxidativo e os danos as biomoléculas por ele causados vêm sendo 

largamente associados à fisiopatologia de diversas doenças, tais como câncer, doenças 

cardiovasculares, como aterosclerose e acidente vascular cerebral, hipertensão arterial, 

inflamação, obesidade, desordens neurológicas, doenças neutrodegenerativas, como 

Alzheimer e Parkinson, além do DM (Phaniendra et al, 2015). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phaniendra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25646037
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2.2. DIABETES MELLITUS E ESTRESSE OXIDATIVO  

As doenças crônicas não transmissíveis, dentre as quais pode-se citar o DM, são 

a principal causa de mortalidade e de incapacidade prematura na maioria dos países em 

desenvolvimento, incluindo o Brasil (Malta et al., 2014, WHO, 2018).  

O DM é uma doença metabólica crônica grave, de etiologia múltipla, 

caracterizada por um elevado nível de glicose no sangue (hiperglicemia), e que apresenta 

alterações no metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios. O DM pode ser resultante 

de defeitos na secreção de insulina, em consequência da destruição das células β 

pancreáticas, sendo classificado desta forma como DM do tipo 1 (DM1). Já no DM do 

tipo 2 (DM2) ocorre alteração na ação da insulina, como resultado da perda da 

sensibilidade de tecidos alvos ao hormônio (Diretrizes da Sociedade Brasileira de 

Diabetes, 2018). 

O DM1 é um distúrbio autoimune crônico que tipicamente se manifesta na 

infância e adolescência e, embora seja menos comum, ele ainda representa cerca de 5 % 

a 10 % de todos os casos diagnosticados de DM. Já o DM2 é o mais comum, sendo 

responsável por cerca de 90 a 95 % de todos os casos da doença. O número de pessoas 

com DM2 está crescendo rapidamente em todo o mundo. Esse aumento está associado ao 

envelhecimento da população, ao desenvolvimento econômico, ao aumento da 

urbanização, as dietas menos saudáveis e à redução da atividade física (Ferranti et al., 

2014; National Diabetes Statistics Report, 2017). 

O DM é uma doença de grande preocupação para saúde pública, já que a sua 

incidência e prevalência vêm crescendo de forma proeminente nos últimos anos, já sendo 

considerada uma epidemia mundial. A prevalência de DM no Brasil aumentou 69 % entre 

1990 e 2015, passando de 3,6 % para 6,1 %, sendo que em 2015 existiam 

aproximadamente 12 milhões de pessoas vivendo com DM no país. Além disso, um total 

de 62.466 mortes foram atribuídas ao DM em 2015 no Brasil (Duncan et al., 2017).
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Conforme os últimos dados publicados pela Federação Internacional do 

Diabetes, estimou-se que em 2015 haviam 415 milhões de pessoas, com idade entre 20 e 

79 anos, com diagnóstico de DM no mundo. Foram 5 milhões de mortes atribuídas ao 

DM naquele ano. Espera-se, para 2040, que o número de pessoas entre 20 e 79 anos com 

DM aumente para 642 milhões. Além de a doença limitar a qualidade de vida dos 

indivíduos acometidos, acarreta altos custos para o controle e tratamento, sendo que em 

2015 houve um gasto total estimado de cerca de 673 bilhões de dólares com a doença no 

mundo (Ogurtsova et al., 2017).  

A presença de hiperglicemia crônica pode levar ao desenvolvimento de danos 

celulares, principalmente naqueles tecidos não sensíveis a sinalização de insulina, tais 

como o rim, o sistema nervoso e o endotélio vascular, os quais estão constantemente 

expostos aos altos níveis de glicose. As complicações relacionadas ao DM incluem as 

condições microvasculares e macrovasculares. As anormalidades relacionadas aos vasos 

sanguíneos de menor calibre manifestam-se como retinopatia, nefropatia e neuropatia. As 

complicações macrovasculares afetam médios e grandes vasos, nos quais há 

espessamento da parede das artérias devido ao acúmulo de material graxo como colesterol 

e triglicerídeos (TG), em conjunto com uma resposta inflamatória crônica da parede das 

artérias, levando, desta forma, ao desenvolvimento de aterosclerose. Além da 

aterosclerose, as principais complicações macrovasculares do DM incluem, ainda, a 

doença arterial coronariana e a doença cerebrovascular (Fowler, 2011; Blake & Trounce, 

2013). As alterações macrovasculares do DM estão diretamente relacionadas a presença 

de dislipidemia, ou seja, aumento dos níveis séricos de colesterol total (CT), LDL e TG e 

redução dos níveis de HDL, o que ocorre comumente no DM devido as alterações no 

metabolismo dos lipídeos (Chapman et al., 2011; Schofield et al., 2016). Existe uma 

associação positiva entre doença cardiovascular aterosclerótica e níveis séricos de CT e 

TG tanto no DM1 quanto no DM2 (Howard et al., 2000; West et al., 1983). 
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Atualmente, evidências suportam o papel do estresse oxidativo na patogênese do 

DM e suas complicações (Pitocco et al, 2013; Ullah et al., 2016). O aumento da 

formação de ERO pode levar a danos oxidativos às enzimas e à maquinaria celular devido 

à sua capacidade de danificar lipídios, proteínas e DNA (Ullah et al., 2016). Estudos têm 

demonstrado o papel da hiperglicemia na geração de estresse oxidativo, o que levaria à 

disfunção endotelial em vasos sanguíneos de pacientes com DM (Hoffman, 2015; Incalza 

et al., 2018). O aumento nos níveis 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). 

Vários estudos têm demonstrado a presença de perturbação da função 

mitocondrial durante o DM, tanto em estados de deficiência de insulina, quanto em 

resistência à insulina (Raza et al. 2011; Zhang et al. 2011; Blake & Trounce, 2013). 

Acredita-se que a superprodução de ERO ligada ao aumento da fosforilação oxidativa 

possa ser um processo chave relacionado às lesões celulares causadas pela hiperglicemia 

no DM. De fato, sob altos níveis de glicose intracelular, a disponibilidade do substrato é 

aumentada, impulsionando a oxidação do piruvato e o ciclo do ácido cítrico. Esse 

processo levaria a um aumento de NADH e FADH2, o que, por sua vez, levaria a um 

aumento do gradiente de prótons através da membrana mitocondrial interna para além de 

seu limite. Desta forma, acredita-se que aumento do gradiente de prótons leva a um 

bloqueio na transferência de elétrons e isso propicia um aumento do escape de elétrons 

CTE, que por sua vez, reduzem o O2, formando o radical O2
•- e dando início a cascata de 

formação de outras ERO (Brownlee, 2001; Blake & Trounce, 2013). O aumento de 

geração do radical O2
•- levaria a uma ativação de vias alternativas como a via do poliol, a 

formação de produtos de glicação avançada, a atividade da proteína quinase C e o fluxo 

da via da hexosamina. Estudos têm demonstrado que a ativação destas vias está 

relacionada ao desenvolvimento de complicações do DM. Além disso, a produção aumen-
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da de radical O2
•- poderia induzir danos ao DNA mitocondrial (Brownlee, 2001).  

A terapia medicamentosa do DM é essencial e foca justamente na normalização 

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 administração subcutânea, sendo 

os tipos de insulinas mais comuns a NPH (Insulina Humana Recombinante), que 

apresenta efeito prolongado, e a insulina regular, a qual apresenta ação rápida. Dentre os 

medicamentos disponíveis para o controle do DM2 estão 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 está incluído, por 

exemplo a sitagliptina, a classe dos inibidores do co-transportador de sódio-glicose 2 

(SGLT2), que tem como exemplo a dapagliflozina, e a classe dos agonistas do peptídeo-

1 semelhante ao glucagon (GLP-1), como a liraglutida (Chamberlain et al., 2016). 

Apesar das diversas alternativas disponíveis para o tratamento do DM, entre 40 

e 60 % dos pacientes com a doença apresentam controle glicêmico deficiente, o que 

aumenta consideravelmente o estresse oxidativo e os riscos de desenvolvimento de 

complicações (Bi et al., 2010; Mastura et al., 2011; Alzaheb & Altemani, 2018). Além 

disso, alguns estudos têm demonstrado que mesmo com o controle glicêmico, o estresse 

oxidativo ainda pode persistir. Estudo de Gadjeva et al. (2017) comparou os níveis de 

marcadores de estresse oxidativo em grupos de indivíduos com DM2, sendo um grupo 

com bom controle glicêmico, um grupo com controle glicêmico deficiente e um grupo de 

indivíduos saudáveis. Foi observado que tanto o grupo com bom controle glicêmico 

quanto o grupo com controle glicêmico deficiente apresentaram altos níveis de produção 

de ERO, evidenciando que mesmo com a normalização dos níveis de glicose, o estresse 

oxidativo pode persistir. Além disso, Dal et al. (2015) demonstraram que ratos diabéticos



 2. Revisão da Literatura 

 

13 

induzidos por estreptozotocina apresentaram produção de ERO aumentada no fígado 

depois de 4 semanas de terapia com insulina. Adicionalmente, estudo de Costantino et al. 

(2017) demonstrou que há um remodelamento epigenético em pacientes diabéticos, o que 

leva à hipermetilação da proteína p66, por exemplo, uma proteína chave na regulação do 

estresse oxidativo mitocondrial. Assim, mesmo após a regulação dos níveis 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 possíveis complicações. 

 

2.3.SIRTUÍNAS E DIABETES MELLITUS 

As sirtuínas (silent information regulators - SIRT) são um grupo de enzimas 

com atividade de desacetilases que fazem parte da classe III de desacetilases de histonas. 

Essas enzimas promovem a remoção de grupos acetil de resíduos de lisina de várias 

proteínas alvo como, por exemplo, fatores de transcrição, histonas, enzimas específicas 

incluindo superóxido dismutase de manganês e coativador do receptor ativado por 

proliferador de peroxissomo 1α (PGC-1α) e outras proteínas diversas que têm papéis 

importantes na homeostase celular (Li et al., 2015). A atividade desacetilase dessas 

enzimas é dependente de nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado (NAD+) como 

cofator (Turkmen et al., 2014; Li et al., 2015). Desta forma, através da desacetilação, as 

SIRT regulam uma diversidade de proteínas importantes, que, por sua vez, modulam uma 

ampla variedade de processos relacionados ao metabolismo de carboidratos, proteínas e 

lipídios, homeostase mitocondrial e mecanismos relacionados a morte celular, como a 

apoptose (Guarente, 2011; Turkmen et al., 2014).  

As SIRT existem em um grande número de organismos, desde bactérias até 

mamíferos, sendo, portanto, evolutivamente conservadas (Busconi et al., 2009; 

Houtkooper et al., 2012). Em humanos são conhecidas sete diferentes SIRT (SIRT1-7)
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que apresentam diferentes localizações subcelulares. As SIRT1 e SIRT2 são encontradas 

no citoplasma e no núcleo (Feldman et al., 2015), as SIRT3, SIRT4 e SIRT5 são 

encontradas na mitocôndria (Fischer et al., 2012; Laurent et al., 2013; Feldman et al., 

2015) e as SIRT6 e SIRT7 são encontradas no núcleo (Pan et al., 2011). 

A SIRT3 de mamíferos é expressa em uma variedade de tecidos. Estudos 

realizados em diferentes tecidos de camundongo mostram alta expressão da proteína nos 

rins, cérebro e coração, seguidos por fígado e testículos, e uma menor expressão no 

pulmão, ovário, baço e timo. Em tecidos humanos observa-se um padrão de expressão 

semelhante (Jin et al., 2009; Nogueiras et al., 2012). A SIRT3, a mais estudada dentre as 

sirtuínas, localizada na mitocondria, desacetila várias proteínas mitocondriais, dentre elas 

os complexos da CTE, desta forma, desempenhando papel na regulação da produção de 

ATP. A SIRT3 regula também a enzima antioxidante MnSOD, desempenhando papel 

importante na regulação do estresse oxidativo (Nogueiras et al., 2012). 

Um estudo demonstrou que a SIRT3 desacetila uma ou mais proteínas do 

complexo I (CI) da CTE, incluindo a NDUFA9. A atividade do CI é inibida em 

camundongos com SIRT3 desativada, com consequente redução dos níveis de ATP. Por 

outro lado, a atividade deste complexo é potencializada em mitocôndrias que foram 

expostas a níveis aumentados de SIRT3 (Bause & Haigis, 2013). Além disso, a SIRT3 

liga-se e desacetila diretamente o complexo II (CII) da CTE regulando a sua atividade 

enzimática. Observou-se que ratos com SIRT3 silenciada apresentam hiperacetilação do 

CII em lisados mitocondriais, levando a diminuição da atividade deste complexo em 

comparação com tecidos de tipo selvagem (Finley et al., 2011). 

Em estudo utilizando imunoprecipitação de lisados mitocondriais de músculo de 

ratos do tipo selvagem ou com SIRT3 silenciada identificou-se uma subunidade do 

complexo III (CIII) como um alvo potencial de SIRT3 (Bause & Haigis, 2013). Se a 

interação de SIRT3 com esta subunidade do CIII resulta na regulação da atividade enzi-
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mática, 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 proteínas F1 alfa, beta, gama e a proteína que confere sensibilidade à oligomicina 

da ATP sintase contêm grupos acetil-lisinas específicas para SIRT3 que são conservadas 

de forma evolutiva. Estes resultados sugerem que a SIRT3 desempenha um papel 

importante na regulação da síntese de ATP nas mitocôndrias e, portanto, é um regulador 

potencial do metabolismo energético mitocondrial (Vassilopoulos et al., 2014).  

Diversos estudos suportam o envolvimento de alterações da expressão de SIRT3 

na patogênese de doenças como, por exemplo, vários tipos de câncer (Liu et al., 2014; 

Cui et al., 2015; Torrens‐Mas et al., 2017; Huang et al., 2017) doenças cardiovasculares 

(Porter et al., 2014; He et al., 2016) e doenças neurodegenerativas (Liu et al., 2015; Zhang 

et al., 2016) além de doenças metabólicas 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 hiperacetilação de proteínas mitocondriais em hepatócitos de 

camundongos em virtude da regulação negativa de SIRT3 mitocondrial. Em decorrência 

disso, observou-se desenvolvimento de forma mais proeminentes de obesidade, 

resistência à insulina, hiperlipidemia e esteato-hepatite nos camundongos com SIRT3 

silenciada em comparação com camundongos selvagens.  

Também foi demonstrado que os níveis diminuídos de SIRT3 no músculo 

esquelético de camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) e de ratos 

obesos induzidos por dieta rica em gordura eram um componente importante da 

patogênese do DM2. Os camundongos com SIRT3 silenciada exibiram diminuição do 

consumo de oxigênio e aumento do estresse oxidativo devido à disfunção mitocondrial 

via hiperacetilação do CI e CIII da CTE mitocondrial (Jing et al., 2011). 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Torrens-Mas%2C+Margalida
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Além disso, estudos relacionam alterações na expressão de SIRT3 com 

desenvolvimento de complicações relacionadas ao DM. Estudo de Yu et al. (2017) 

demonstrou que a deficiência de SIRT3 leva à exacerbação da disfunção cardíaca 

relacionada ao DM. Adicionalmente, outro estudo mostrou que a perda de expressão de 

SIRT3 foi associada com a viabilidade diminuída em células endoteliais de pacientes com 

DM e quando SIRT3 foi silenciada, houve uma diminuição da viabilidade de células 

endoteliais expostas a condições 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 complicações. Entretanto, é essencial que antes a influência 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 concentrações em comparação 

com aquelas de um substrato oxidável, é capaz de retardar ou inibir significativamente a 

oxidação do substrato. Entretanto, em 2015, os mesmos autores trouxeram uma nova 

definição, mais simples, que diz que um antioxidante é qualquer substância que retarda, 

previne ou remove os danos oxidativos de uma molécula alvo (Halliwell e Gutteridge, 

2015).  

Considerando que a geração de ERO está diretamente relacionada ao 

metabolismo energético aeróbio, 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 enzimáticas e as não-

enzimáticas.  

Fazem parte das defesas antioxidantes enzimáticas a superóxido 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 responsável por converter o O2
•- em H2O2. Nos mamíferos, 

as principais isoformas de SOD são a citosólica e a extracelular, as quais utilizam cobre 

(Cu) e zinco (Zn) como cofatores, e a mitocondrial, que usa manganês (Mn) como cofator 

(Phaniendra et al., 2015). O H2O2 gerado na reação da SOD é substrato para as enzimas 

CAT ou GPx. A CAT é uma enzima presente principalmente nos peroxissomos e nas 

mitocôndrias e catalisa a reação de conversão de H2O2 em H2O e O2 (Pisoschi et al., 

2015). As GPx são hidroperoxidases redutoras dependentes de selênio que atuam doando 

elétrons para reduzir peróxidos, gerando H2O (Lubos et al., 2011). Essas três enzimas, 

GPx, CAT e SOD, atuam como uma linha primária de defesa antioxidante (Pisoschi & 

Pop., 2015).  

A linha de defesa antioxidante secundária 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 o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) para manter um 

ambiente redutor necessário para a atividade da GR(Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi 

& Pop., 2015). 

Apesar de serem eficientes, as defesas antioxidantes endógenas muitas vezes não 

são suficientes frente ao estresse oxidativo e os danos por ele causados, fazendo com que 

a participação de antioxidantes obtidos através da dieta seja importante para a manutenção 

do equilíbrio redox. Dentre os antioxidantes exógenos não enzimáticos destacam-se 

principalmente as vitaminas C e E, os carotenoides, como o β-caroteno, e os compostos 

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

 

2.4.1. COMPOSTOS FENÓLICOS 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários produzidos principalmente 

por plantas e constituem um dos maiores grupos de produtos naturais amplamente distri-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lubos%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21087145
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buídos no reino vegetal (Lin et al., 2016). Esses compostos são sintetizados nas plantas, 

em parte, como uma resposta ao estresse biótico ou abiótico, tais como a ação de agentes 

patogênicos, ataque de insetos e radiação ultravioleta. Participam ainda de processos 

germinativos de sementes, bem como do desenvolvimento e reprodução das plantas. 

Além disso, esses compostos estão envolvidos na coloração de sementes e flores, o que 

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

 

 

Os compostos fenólicos são sintetizados a partir de duas vias metabólicas 

principais, a via do ácido chiquímico e a via do ácido malônico. Na via do ácido 

chiquímico são formados principalmente fenilpropanoides, já a via do ácido malônico, 

são produzidos principalmente fenóis simples (Giada, 2013). Essas vias fornecem 

precursores que levam à elaboração de milhares de compostos, os quais podem ser 

categorizados em diversas classes como, por exemplo, ácidos fenólicos, estilbenos, 

taninos e flavonoides (Figura 3) (Zhang & Tsao, 2016).  

Ácidos fenólicos incluem substâncias contendo um anel fenólico e pelo menos 

uma função de ácido carboxílico orgânico. Esses compostos são subdivididos em dois 

FFigura 3. Principais classes de compostos fenólicos e exemplos de estruturas que compõem 

essas classes. Fonte: adaptado de Zhang &Tsao, 2016. 
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subgrupos, os ácidos hidroxibenzoicos e hidroxicinâmicos. O grupo dos ácidos 

hidroxibenzóicos inclui os ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico, vanílico e 

siríngico, que apresentam uma estrutura comum C6-C1. Os ácidos hidroxicinâmicos, por 

outro lado, são compostos aromáticos com uma cadeia lateral de três carbonos (C6-C3), 

sendo os mais comuns os ácidos cafeico, ferúlico, p-cumárico e sinápico (Russell & 

Duthie, 2011; Goleniowski et al., 2013).  

Os taninos, compostos de peso molecular relativamente alto, constituem um dos 

grupos mais importante de compostos fenólicos e podem ser subdivididos em taninos 

hidrolisáveis e condensados. Os taninos hidrolisáveis são ésteres de ácido gálico e elágico 

(galotaninos e elagitaninos), enquanto que os taninos condensados, também conhecidos 

como proantocianidinas, são polímeros formados pela ligação de dois ou mais 

monômeros de flavan-3-ol, como por exemplo catequina e epicatequina (Giada, 2013).  

Os estilbenos são um pequeno grupo de fenilpropanóides, classificados como não 

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 isômeros cis e trans, bem como conjugados, incluindo o 

trans-resveratrol-3-O-glicosídeo. 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 fenólicos. Os flavonoides são 

compostos de baixo peso molecular, contendo quinze átomos de carbono dispostos na 

configuração C6-C3-C6 (Hichri et al., 2011; Panche et al., 2016). Essencialmente, essa 

estrutura é composta por dois anéis aromáticos A e B, contendo um ou mais grupos 

hidroxila ligados, unidos por uma ponte de três carbonos, geralmente sob a forma de um 

anel heterocíclico C (Figura 4). 
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Os flavonóides podem ocorrer em suas fontes naturais nas formas livre (aglicona) 

ou na forma hidroxilada, metoxilada e/ou glicosilada. Este grupo é subdividido 

básicamente em flavonas, flavonóis, flavanonas, flavan-3-ois, isoflavonas, antocianinas e 

chalconas (Tabela 1), dependendo do carbono do anel C no qual o anel B está ligado e do 

grau de insaturação e oxidação do anel C (Gonzalez-Paramás et al., 2011; Panche et al., 

2016) Os flavonoides são os compostos fenólicos mais amplamente distribuídos em 

alimentos de origem vegetal sendo, portanto, constituintes importantes da dieta humana. 

Alimentos como cacau, café, chá verde, vinho e frutas, especialmente as frutas vermelhas 

e as frutas cítricas, são particularmente ricas em flavonoides (Tsao, 2010; Del Rio et al., 

2013). Apresentando também um papel importante na aparência visual de alimentos, os 

flavonoides funcionam como pigmentos, e são relevantes ainda para os sabores e aromas. 

A concentração de flavonoides em alimentos pode variar em várias ordens de grandeza 

devido à influência de fatores como o clima, a espécie, a variedade, o grau de maturação 

e o armazenamento pós-colheita (Skrovankova et al., 2015).  

Dentro do grupo dos flavonoides, as antocianinas compreendem um importante 

grupo de pigmentos solúveis em água, sendo responsáveis 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 açúcar. As antocianinas ge-

Figura 4. Estrutura básica de um flavonoide. Fonte: adaptado de Del Rio et al., 2013. 
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Fonte: adaptado de Panche et al. (2016). 

Tabela 1. Principais classes de flavonoides, suas estruturas básicas e principais 

representantes de cada classe. 

Classe Estrutura Básica Principais Compostos 

Flavona 

 

Apigenina e luteolina 

Flavonol 

 

Quercetina, canferol e 

miricetina 

Flavanona 

 

Hesperidina e naringenina 

Flavan-3-ol 

(Monômeros) 

 
(Epi)catequina e 

(epi)gallocatequina 

Isoflavonas 

 

Genisteína e daidzeína 

Antocianinas 

 Cianidina, delfinidina, 

malvidina, pelargonidina, 

petunidina e peonidina 

Chalcona 

 

Ploretina, arbutina e buteina 
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ralmente encontradas em frutos são glicosiladas na posição 3-OH (3-O-monoglicosídeos) 

e, em menor extensão, em ambas as posições 3 e 5-OH-OH (3,5-O-diglicosídeos) 

(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 são 

encontradas principalmente nas partes externas da hipoderme (casca). entre as 

antocianinas conhecidas, a cianidina é a mais comumente encontrada em frutas (Jaakola, 

2013). 

Figura 5. Estruturas químicas das principais agliconas (antocianidinas) de antocianinas. 

Fonte: adaptado de Khoo et al. (2017) 
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Os flavonóis, outra classe de flavonoides, são flavonas substituídas na posição C-

3 por uma hidroxila. Esses compostos são os flavonóides mais amplamente distribuídos 

em alimentos, sendo componentes comuns de frutas, legumes e algumas bebidas e 

apresentando cores que variam do branco ao amarelo. A maioria dos flavonóis ocorre 

naturalmente conjugados com um ou mais açúcares. Os flavonóis mais encontrados em 

alimentos são o canferol, a quercetina e a miricetina (Figura 6) (Simões et al., 2010). 

Estes compostos acumulam-se principalmente nos tecidos externos (pele e folhas), em 

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

 

 

O estudo dos compostos fenólicos tem indicado uma variedade de propriedades 

biológicas, sendo a atividade antioxidante a mais estudada delas. A estrutura destes 

compostos é um fator determinante nessa atividade. O grau de hidroxilação e as posições 

dos grupos hidroxil (-OH) no anel B, em particular uma estrutura orto-diidroxil do anel 

B (grupo catecol), resulta em maior atividade e a presença de grupos -OH nas posições 

3’, 4’, e 5’ do anel B (um grupo de pirogalol) tem sido associada a um aumento da 

atividade antioxidante dos flavonoides em comparação com aqueles que têm um único 

Figura 6. Estruturas químicas dos flavonóis e alguns representantes mais comuns. Fonte: 

adaptado de Kim et al. (2006). 
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grupo -OH. A ligação 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 fenólicos podem complementar e contribuir para as 

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

 

 

 

 

 

 

 

Apesar do potencial como antioxidantes, o efeito direto desses compostos de 

reduzir ERO tem sido bastante questionado, já que as concentrações atingidas na 

circulação são consideradas muito baixas para possibilitar uma ação antioxidante direta 

(Hollman et al., 2011; Kim et al., 2014). Desta forma, estudos têm sugerido que 

compostos fenólicos podem exercer ação antioxidante através de outros mecanismos, tais 

como modulação da expressão e/ou atividade de moléculas relacionadas a formação ou 

remoção de ERO, tais como complexos da CTE e enzimas antioxidantes (Lagoa et al., 

2011; Tsuji et al., 2013).  

Adicionalmente, além da atividade antioxidante, estudos têm demonstrado ainda 

que os compostos fenólicos apresentam capacidade anti-inflamatória (Bak et al., 2013; 

Rocha et al., 2015), anti-proliferativa (Duo et al., 2012; Ouhtit et al., 2014), antimicrio-

Figura 7. Características estruturais que definem a ação antioxidante de flavonoides. As áreas 

destacadas mostram os três critérios necessários para a atividade antioxidante máxima de 

flavonoides: um grupo catecol no anel B (3’- e 4’- OH), a ligação 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.  
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biana (Tohma et al., 2016; Camargo et al., 2017) e podem ser reguladores do metabolismo 

(Kalea et al., 2010; Razavi et al., 2013). Além disso, a alta ingestão de frutas e verduras 

ricas em compostos fenólicos tem sido associada a riscos reduzidos de doenças crônicas, 

incluindo câncer, doenças cardiovasculares e o DM (Bahadoran et al., 2013; Li et al., 

2014; Cao et al., 2018). 

 

2.4.2. COMPOSTOS FENÓLICOS E DIABETES 

Considerando as evidências que demonstram a participação do estresse 

oxidativo na patogênese e no desenvolvimento de complicações do DM, estudos têm 

buscado investigar o efeito dos compostos fenólicos na prevenção ou tratamento desta 

doença. Uma ampla gama de estudos tem suportado o potencial dos compostos fenólicos 

para proteger contra os efeitos prejudiciais associados ao DM (Asgar, 2013; Bahadoran 

et al., 2013; Suganya et al.,2016; Cao et al., 2018). 

Os benefícios dos compostos fenólicos sobre o DM e suas complicações podem 

estar relacionados a diferentes mecanismos de ação, dentre eles, inibição das enzimas 

responsáveis pela digestão de carboidratos ou inibição da absorção de glicose no 

intestino. Estudos já demonstraram a capacidade de compostos fenólicos 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 

inibição das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase.  

Outro mecanismo dos compostos fenólicos na melhora do DM está relacionado 

a inibição do transporte de glicose no intestino. Estudo com extratos de maçã e de 

morango demonstrou que houve uma inibição da absorção e transporte de glicose em 

células intestinais Caco-2, através da inibição do transportador de glicose do tipo 2 

(GLUT2) (Manzano & Williamson, 2010). Adicionalmente, estudos têm demonstrado 

https://www.mdpi.com/search?authors=Hatice%20Tohma&orcid=
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que esses compostos podem diminuir a liberação de glicose pelo fígado e aumentar a 

captação de glicose nos tecidos através da modulação da sinalização intracelular. Estudo 

com semente de soja preta, rica em antocianinas e procianidinas, demonstrou que houve 

diminuição dos níveis de glicose plasmática e melhora da sensibilidade à insulina no 

músculo esquelético e fígado de camundongos com DM tipo 2. Esses efeitos observados 

foram atribuídos a regulação positiva de GLUT4 no músculo e pela inibição da 

gliconeogênese no fígado (Kurimoto et al., 2013). Estudos com extrato de jabuticaba (M. 

jabuticaba) também demonstraram o potencial em melhorar a resistência à insulina 

(Lenquiste et al., 2012; Plaza et al., 2016). 

A capacidade antioxidante dos compostos fenólicos pode ainda proteger contra 

o estresse oxidativo amplamente relacionado as complicações do DM. Estudo com 

chocolate contendo alto teor de compostos fenólicos foi capaz de proteger contra 

disfunção endotelial induzida por hiperglicemia aguda e estresse oxidativo em indivíduos 

com DM2 (Mellor et al., 2013). Além disso, um estudo randomizado duplo-cego cruzado, 

no qual os indivíduos receberam suplementação de extrato de semente de uva, 

demonstrou que houve melhora significativa dos marcadores de inflamação, glicemia e 

de estresse oxidativo em pacientes com DM2 obesos com alto risco de eventos 

cardiovasculares, o que sugere que o extrato pode ter um papel terapêutico na diminuição 

do risco cardiovascular nestes pacientes (Kar et al., 2009). Neste mesmo contexto, 

estudos têm demonstrado a capacidade dos compostos fenólicos em reduzir os níveis de 

lipídios séricos, o que pode ser protetor contra doenças cardiovasculares relacionadas ao 

DM. Esse efeito dos compostos fenólicos tem sido atribuído a capacidade de inibição de 

transportadores intestinais de colesterol (Nekohashi et al., 2014), inibição de enzimas 

digestivas, como lipase pancreática (Sugiyama et al., 2007), inibição da solubilidade de 

micelas (Su et al., 2015) e, ainda, capacidade de regular a expressão de PPAR-α, um fator
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de transcrição que modula o metabolismo energético no fígado, tecido adiposo e músculo 

(Kim et al., 2010).  

Adicionalmente, Lee et al. (2015) demonstraram que cianidina-3-glicosídeo, 

isolada de amora, é citoprotetora frente a apoptose induzida por glicose em células β-

pancreáticas. A geração de ERO, a fragmentação do DNA e a taxa de apoptose foram 

efetivamente diminuídas, após a suplementação com cianidina-3-glicosídeo, apoiando a 

hipótese de que o efeito antidiabético das antocianinas está associado à diminuição do 

estresse oxidativo e ao aumento do sistema de defesa antioxidante.  

A disfunção mitocondrial tem sido relacionada ao desenvolvimento de estresse 

oxidativo no DM, sendo considerada um ponto chave para o desenvolvimento de 

complicações. Por isso, estudos têm focado na investigação dos efeitos dos compostos 

fenólicos na atividade mitocondrial. Estudo com galangina, um flavonoide natural, em 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, demonstrou que esse composto foi capaz 

de diminuir os níveis de estresse oxidativo através do aumento dos antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos e da melhora da função da dos complexos III e IV da CTE 

mitocondrial (Aloud et al., 2018). Além disso, estudo com procianidinas B2 de semente 

de uva demonstrou que esses compostos são capazes de modular a atividade dos 

complexos da CTE mitocondrial em fígado de ratos diabéticos, aumentando a atividade 

dos complexos I, III e IV (Yin et al., 2017).  

Diversos estudos têm demonstrado a capacidade de compostos como o canferol, 

a quercetina, a cianidina-3-O-glicosídeo, em restaurar a função 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 laboratório 

demonstrou a capacidade do extrato de casca de jabuticaba (Plinia trunciflora), que 

contém compostos fenólicos como canferol e cianidina-3-O-glicosídeo, em restaurar a 

função do complexo I da CTE e, desta forma, reduzir os danos oxidativos em cultura de 
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células (Calloni et al., 2015). Apesar disso, os mecanismos subjacentes à interação dos 

compostos fenólicos com a mitocôndria e os seus consequentes efeitos benéficos 

relacionados ao DM permanecem por ser elucidados. 

 

2.5. Plinia sp. 

2.5.1. DESCRIÇÃO BOTÂNICA 

A jabuticabeira (Plinia sp.) é uma árvore frutífera nativa do Brasil, pertencente 

à família Myrtaceae. Esta família compreende cerca de 4.620 espécies distribuídas em 

140 gêneros, com ocorrência em regiões tropicais e subtropicais do mundo, 

principalmente na Austrália e América Central e do Sul (Mabberly, 1997; Sobral et al., 

2012). Fazem parte desta família, por exemplo, plantas dos gêneros Psidium, Eugenia e 

Plinia, aos quais pertencem árvores frutíferas de grande importância, como a goiabeira 

(Psidium guajava), a pitangueira (Eugenia uniflora) e também a jabuticabeira (Plinia sp.). 

São conhecidas, dentro do gênero Plinia sp., cerca de nove espécies de jabuticaba, uma 

dessas espécies é considerada extinta, cinco delas foram encontradas apenas em locais de 

pesquisa e bancos de germoplasma e apenas três tem distribuição natural e são 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 

assú; e Plinia jaboticaba (Vell.) Berg, conhecida como sabará. A nomenclatura do gênero 

das jabuticabeiras sofreu alteração, passando a ser chamada de Plinia e não mais 

Myrciaria. Entretanto, as duas denominações podem ser consideradas sinônimos.  

No Brasil as jabuticabeiras estão distribuídas no Centro, Sul e Sudeste do país, 

com pontos secundário de dispersão no Paraguai e Argentina (Citadin et al., 2010). As 

espécies P. cauliflora e P. jaboticaba são as mais importantes do ponto de vista comercial, 

sendo que a P. jaboticaba ocupa a maior área de cultivo entre todas as espécies do país,



 2. Revisão da Literatura 

 

29 

principalmente nos Estados de Minas Gerais e São Paulo, que possuem alguns pomares 

comerciais (Mattos, 1983).  

Estas três espécies de jabuticaba cultivadas no Brasil compartilham entre si 

características muito semelhantes, o que leva, muitas vezes, a certa dificuldade em 

relaçãoà identificação botânica. Em geral, Plinia sp. apresenta-se como uma árvore de 

tamanho médio, podendo chegar até 12 metros de altura. Apresenta copa com grande 

número de ramificações nos galhos, que se iniciam perto do chão e se inclinam para cima 

e para fora (Figura 8). As folhas da planta são opostas, lanceoladas ou elípticas, 

arredondadas na basepontudas no ápice (Figura 9A). O tronco é liso e a casca descama 

anualmente (Morton, 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As frutas, que também são muito similares entre as três espécies, conhecidas 

comumente como jabuticabas (do tupi,“iapoti’kaba”, que significa “fruta em botão”), 

Figura 8. Imagem de uma jabuticabeira (Plinia sp.). 

Fonte: arquivo pessoal do autor. 
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apresentam-se em forma de bagas globulares, com casca espessa, de coloração 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 à primeira vista, trabalho de 

Danner (2009) demonstrou que existem diferenças entre as frutas das três espécies, sendo 

que as frutas de P. trunciflora apresentam peso e diâmetro maior em relação as demais 

espécies. Além disso, P. trunciflora apresenta maior proporção de sementes em relação 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 árvore, o que confere uma aparência distinta à planta. As jabuticabeiras 

frutificam uma ou duas vezes ao ano, entre agosto e setembro e janeiro e fevereiro (podem 

ocorrer variações nos períodos de frutificação, 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). 

 

 

Apesar de produzir um grande número de frutas em uma única árvore, entre 50 

e 200 quilos por planta, depois de colhida a jabuticaba é muito perecível, apresentando

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

pessoal do autor. 
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 uma vida útil de cerca de três dias. Isso ocorre, provavelmente, em decorrência do 

elevado teor de água e açúcares. Em consequência disso, a fruta é bastante utilizada na 

fabricação de geleias, sucos, vinhos, licores e vinagres (Brunini et al., 2004; Balerdi et 

al., 2006). 

 

2.5.2. COMPOSIÇÃO NUTRICIONAL, FITOQUÍMICA E ATIVIDADE 

BIOLÓGICA 

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

como carboidratos, sais minerais e vitaminas. As frutas contêm quantidades consideráveis 

de potássio e fósforo, além de ácido ascórbico (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), além de apresentar 

maior conteúdo de compostos fenólicos (Leite-Legatti et al., 2012). 

 

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

Nutrientes Polpa/100g Casca/100g 

Calorias (Kcal) 58,0 ND 

Proteína (g) 0,60 1,00 ± 0,03 

Lipídeos (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 

Cálcio (mg) 8,0 ND 

Ferro (mg) 0,10 ND 

Fósforo (mg) 15,0 ND 

Potássio (mg) 130,0 700,70 ± 81,20 

Vitamina C (mg) 16,20 8,60 ± 0,20 

ND – Não determinado. Fonte: adaptado da Tabela brasileira de composição 

de alimentos (2011), Calloni et al., (2015) e Inada et al., (2015)  
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Existem alguns relatos do uso empírico da jabuticaba, como a utilização do chá 

da casca da P. cauliflora no tratamento da asma, anginas, disenterias e infecções cutâneas 

(Meletti, 2000). 

Nos últimos anos o interesse científico no estudo da jabuticaba (Plinia sp.) 

cresceu substancialmente se considerado o número de novas publicações, principalmente 

em relação a sua composição química e as atividades biológicas (Wu et al., 2013; Ribeiro 

et al., 2018).  

Os estudos realizados com P. cauliflora e P. jaboticaba demonstram que estas 

espécies de jabuticabas são ricas em compostos fenólicos, 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 metanólico da jabuticaba (P. cauliflora) liofilizada, foram 

identificados cerca de 22 compostos fenólicos incluindo ácido gálico, ácido elágico, ácido 

cinâmico, isoquercitrina, quercetina, rutina, jabuticabina, além de antocianinas, como 

delfinidina-3-O-glicosídeo e cianidina-3-O-glicosídeo (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 

2012). Além disso, Santacruz et al. (2012) também identificaram a presença das 

antocianinas delfinidina-3-O-glicosídeo e cianidina-3-O-glicosídeo no extrato 

metanólico da casca da mesma espécie de jabuticaba.  

Quando comparado o perfil fenólico de P jaboticaba (Vell.) Berg e de P 

cauliflora (Mart.) O. Berg, foi demonstrado que existe diferença na composição fenólica 

entre as duas espécies, sendo que o extrato metanólico da casca de P. cauliflora 

apresentou maior conteúdo de antocianinas e derivados de quercetina quando comparado 

com o extrato metanólico de P. jaboticaba, que apresentou maior quantidade de 

proantocianidinas. Entretanto, não foi observada diferença no conteúdo de ácido elágico 

entre as duas espécies. Foi observada ainda diferença na composição fitoquímica em 

relação ao período de maturação da fruta (P. jaboticaba), sendo que a quantidade de anto-
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cianinas aumenta na casca conforme aumenta o grau de maturação. Já o conteúdo de 

proantocianidinas e ácido elágico cai conforme aumenta o índice de maturação da fruta. 

Em relação aos derivados de quercetina, não foram observadas grandes variações durante 

o amadurecimento (Abe et al., 2011; Alezandro et al., 2013). 

Em estudo recente de Neves et al. (2018), os quais também avaliaram a 

composição química 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 ácido elágico e 12 derivados de ácido 3-O-metilelágico. Este 

mesmo estudo demonstrou que os compostos identificados não se apresentaram 

uniformemente distribuídos entre as diferentes espécies de jabuticaba, sendo que apenas 

miricetina-3-galactosídeo, quercetina-3-galactosídeo, quercetina-3-pentosídeo, ácido 

elágico livre, ácido elágico glicosídeo e ácido elágico-raminosídeo foram encontrados em 

todas as espécies.  

Além disso, um depsídeo, denominado jaboticabina, foi identificado pela 

primeira vez no extrato metanólico de P. cauliflora, juntamente com o depsídeo ácido 2-

O-(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 produção de interleucina-8 na linhagem de células epiteliais de vias aéreas (SEA) 

expostas a um extrato de cigarro, sugerindo uma atividade anti-inflamatória e um possível 

papel terapêutico para o tratamento da doença pulmonar obstrutiva crônica. Além disso, 

as antocianinas cianidina-3-O-glicosídeo e delfinidina-3-O-glicosídeo também 

apresentaram a mesma capacidade de inibição da produção de interleucina-8, em 96 % e 

36,4 %, respectivamente. Essa interleucina é uma citocina implicada em alguns cânceres 

e em uma variedade de condições inflamatórias, como artrite reumatoide e doenças do 

coração e pulmões (Reynertson et al., 2006). A jabuticabina, o ácido 2-O-(3,4-dihidroxi-
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benzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético e a delfinidina-3-glicosídeo apresentaram ainda 

citotoxicidade em três linhagens humanas de câncer de cólon (HT29, HCT116 e SW480). 

A citotoxicidade destes três compostos foi muito semelhante ao composto 5-fluoracil, 

uma droga utilizada no tratamento de câncer (Reynertson et al., 2006). 

Outro estudo com a espécie P. jaboticaba, avaliou os extratos polar (etanólico) 

e apolar (diclorometano) da casca liofilizada da fruta, em relação 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 próstata 

(PC-3). Estes mesmos extratos não demonstraram citotoxicidade em uma linhagem não 

tumoral de macaco (VERO) (Leite-Legatti et al., 2012). Além disso, Wang et al. (2014) 

testaram diferentes partes da jabuticaba (M. cauliflora) para identificar as frações que 

apresentam atividade anticarcinogênica mais efetiva. Para tanto, células de carcinoma 

bucal humano foram tratadas com extratos (aquoso ou etanólico) de semente, caule e 

casca da jabuticaba. Os resultados demonstraram que o extrato aquoso de semente foi o 

mais eficiente em reduzir a proliferação celular, através da indução de apoptose pela 

regulação negativa da proteína survivina e, deste modo, ativando a clivagem mediada por 

caspase da proteína Bid. 

As atividades mutagênica e antimutagênica do extrato polar de casca de P. 

jaboticaba também foram avaliadas. Para isso, foi determinada a frequência de 

micronúcleos em células da medula óssea de camundongos que receberam extrato por 

gavagem, durante 15 dias. Observou-se que o extrato não induziu danos ao DNA, ou seja, 

não apresentou efeito mutagênico. Porém, não foi capaz de reduzir os danos ao DNA 

induzidos pelo composto ciclofosfamida, não apresentando, portanto, atividade 

antimutagênica (Leite-Legatti et al.; 2012). Adicionalmente, estudo de Silva et al. (2016)  
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avaliou os efeitos do co, pré e pós tratamento de ratos com extrato de semente de 

jabuticaba (M. cauliflora) e/ou ciclofosfamida sobre a presença de micronúcleos e danos 

ao DNA (ensaio de cometa). Os resultados mostraram que o extrato sozinho não 

apresentou efeito genotóxico para células de medula óssea. Além disso, observou-se que 

tanto o pré, quanto co e pós tratamento com o extrato foram capazes de diminuir a 

frequência de micronúcleos induzidos por ciclofosfamida, demonstrando, desta forma, 

atividade antigenotóxica do extrato.  

A atividade anti-hiperlipidêmica da jabuticaba também já foi demonstrada. Após 

a suplementação de 1 ou 2 g por kg de peso de um pó de jabuticaba (P. jaboticaba) durante 

40 dias, observou-se que os níveis de colesterol e de triglicerídeos plasmáticos dos ratos 

diabéticos diminuíram em 32 % e 50 %, respectivamente. Além disso, esse mesmo estudo 

demonstrou que houve diminuição na peroxidação lipídica no plasma (22 %) e no cérebro 

(10-17 %) destes ratos. Adicionalmente, a capacidade antioxidante plasmática dos ratos, 

avaliada através do ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), aumentou cerca 

de 2 vezes após essa mesma suplementação (Alezandro et al., 2013). Lage et al. (2014) 

também demonstraram que a farinha de jabuticaba adicionada a alimentação de ratos 

saudáveis foi capaz de reduzir os níveis de colesterol total e aumentar os níveis 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 diminuição da esteatose hepática, além 

de reduzir a peroxidação lipídica no fígado.  

Outra atividade biológica da jabuticaba (M. jaboticaba) estudada foi a 

capacidade de melhorar a resistência à insulina. Em estudo com ratos que receberam dieta 

hiperlipídica adicionada de pó de casca de jabuticaba liofilizada, observou-se a redução 

da insulina plasmática e de HOMA-IR (Homeostatic model assessment of insulin 

resistance). Além disso, os ratos que receberam o pó de jabuticaba liofilizada apresenta-  
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ram aumento nos níveis de colesterol HDL (Lenquiste et al., 2012). Dragano et al. (2013) 

avaliaram os efeitos do pó de casca de jabuticabaca liofilizada (M. jaboticaba) em 

parâmetros metabólicos em um modelo de ratos obesos induzido por dieta hiperlipídica. 

A suplementação por 6 semanas foi eficiente na correção da resistência à insulina 

induzida pela dieta, que pode estar associada, pelo menos em parte, à redução da 

inflamação no fígado dos ratos tratados. Em estudo com humanos, o efeito do consumo 

de pó de jabuticaba (M. jaboticaba) na capacidade antioxidante do plasma e no perfil 

glicêmico foi avaliado em um estudo cruzado controlado por placebo. A capacidade 

antioxidante sérica foi maior quando os indivíduos consumiram a refeição teste contendo 

jabuticaba e a insulina sérica diminuiu após a segunda refeição, 4 h após 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 hidroalcoólico, 

respectivamente (De Sá et al., 2014; Andrade et al., 2016). Além disso, a atividade anti-

hipertensiva do extrato hidroalcoólico de M. cauliflora também foi demonstrada. Ratos 

hipertensos que receberam o extrato por quatro semanas apresentaram pressão arterial 

sistólica menor, sendo que essa redução foi atribuída a menor produção de óxido nítrico. 

No mesmo estudo, as hipertrofias renais e cardíacas também foram atenuadas após o 

tratamento (Souza et al., 2017).  

Além das atividades biológicas 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-ácido sulfônico) (de Assis et al., 2009; Leite-Legatti et al., 2012; Wu 
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et al., 2012), FRAP (ferric reducing antioxidante power) e branqueamento do β-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 ingestão de casca de jabuticaba liofilizada 

(P. jaboticaba), rica em antocianinas (delfinidina-3-O-glicosídeo e cianidina-3-O-

glicosídeo), no potencial antioxidante do plasma. Foi observado que a adição de 1 e 2 % 

da mesma casca de jabuticaba liofilizada na dieta normal de ratos saudáveis 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 biológicas da 

jabuticaba, a maioria deles têm se focado principalmente nas espécies P. cauliflora e P. 

jaboticaba, em função de serem as espécies com maior produção e comercialização no 

Brasil. Isso faz com que existam poucos estudos em relação à caracterização química e 

atividades biológicas da P. trunciflora. Dentre as poucas atividades biológicas estudadas 

para esta espécie, estão atividade antioxidante (Calloni et al., 2015), antidepressiva 

(Sacchet et al., 2015), antibacteriana e antifúngica (Lago et al., 2011).  

No Quadro 1 estão apresentadas, de forma resumida, as principais atividades 

biológicas da jabuticaba já 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. 

É importante notar também que a maior parte dos estudos encontrou resultados 

consistentes e promissores no que diz respeito aos mais variados efeitos biológicos, 

principalmente em relação à atividade antioxidante, anti-hiperlipidêmica, 

hepatoprotetora, melhora da resistência à insulina, antifúngica e antibacteriana.  
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Quadro 1. Principais atividades biológicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba 

Atividades 

biológicas 
Espécie 

Parte da planta ou 

compostos 
Modelo/Grupo de estudo Efeito observado Referências 

Anti-inflamatória P. cauliflora 

Jaboticabina, Cianidina-

3-glicosídeo, 

Delfinidina-3-glicosídeo 

Cultura de células do 

epitélio respiratório (SAE) 
Inibição da produção de interleucina-8 

Reynertson 

et 

al., 2006 

Citotoxicidade em 

células tumorais 
P. cauliflora 

Jaboticabina, Cianidina-

3-glicosídeo, 

Delfinidina-3-glicosídeo 

Cultura de células tumorais 

de cólon (HT29, HCT116, 

SW480 

Efeito citotóxico para as linhagens tumorais 

testadas 

Reynertson 

et al., 2006 

Antioxidante M. jaboticaba  Casca liofilizada Ratos Aumento da capacidade antioxidante plasmática 
Leite et al., 

2011 

Antibacteriana e 

fungicida 
P. trunciflora 

Óleo essencial das 

folhas 

Bactérias Gran-positivas e 

leveduras 

Redução do crescimento de Streptococcus equi, 

Staphylococcus epidermidise, Candida albicans e 

Cryptococcus 

Lago et al., 

2011 

Antibacteriana P. cauliflora 
Extrato da fruta e das 

folhas 
Linhagens bacterianas 

Atividade antibacteriana (Enterococcus faecalis, 

Escherichia coli, Salmonella sp., e Shigella sp.) 

Souza-

Moreira et 

al., 2011 

Melhora da 

resistência à 

insulina 

M. jaboticaba 
Casca de jabuticaba 

liofilizada 
Ratos  

Aumento do colesterol HDL, redução de insulina 

plasmática e melhora da resistência à insulina 

Lenquiste et 

al., 2012 

Mutagênica/ 

antimutagênica 
P. jaboticaba Extrato da casca 

Células da medula óssea de 

camundongos 

Não mutagênico. Não foi observado efeito 

antimutagênico 

Leite-Legatti 

et al., 2012 

Antiproliferativa P. jaboticaba 

Extrato polar da casca 

(etanol 80 %) 

Extrato apolar da casca 

(diclorometano) 

Cultura de células tumorais 

de próstata (PC-3) e de 

leucemia (K-562) 

Inibição do crescimento celular. O extrato apolar 

foi efetivo na linhagem tumoral de próstata (PC-3). 

Extrato polar foi efetivo em linhagem de leucemia 

(K-562) 

Leite-Legatti 

et al., 2012 

Antidiabética P. jaboticaba Extrato da fruta Ratos obesos Inibição de α-amilase e α-glicosidase 
Alezandro et 

al., 2013 
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Quadro 1. Principais atividades biológicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba. Continuação. 

Atividades 

biológicas 
Espécie 

Parte da planta ou 

compostos 
Modelo/Grupo de estudo Efeito observado Referências 

Anti-

hiperlipidêmica  
M. jaboticaba Jabuticaba liofilizada Ratos 

Redução de colesterol e triglicerídeos plasmáticos, 

aumento da atividade antioxidante do plasma, 

diminuição da peroxidação lipídica no plasma e no 

cérebro e modulação da atividade de enzimas 

antioxidantes 

Alezandro et 

al., 2013 

Antifúngica P. cauliflora 
Extrato etanólico de 

folhas 
Fungos 

A fração rica em tanino de P. cauliflora 

tem a capacidade de interferir com a camada rica 

em glicoproteínas externas de C. albicans 

Souza-

Moreira et 

al., 2013 

Melhora da 

resistência à 

insulina 

M. jaboticaba Casca liofilizada Ratos  

Reduziu a resistência à insulina através da 

melhorando a transdução de sinal através do 

receptor de insulina 

Dragano et 

al., 2013 

Antiproliferativa M. cauliflora 
Extrato aquoso de 

sementes  

Linhagem de carcinoma de 

células escamosas oral 

humanas (HSC-3) 

Efeito antiproliferativo através da indução de 

apoptose pela inibição da expressão de proteínas 

Wang et al., 

2014 

Anti-

hiperlipidêmica e 

hepatoprotetora 

P. jaboticaba Farinha de casca Ratos  

Diminuição dos níveis de colesterol total, aumento 

de colesterol HDL, redução das enzimas AST e 

ALT, diminuição da esteatose hepática e da 

peroxidação lipídica no fígado 

Lage et al., 

2014 

Antioxidante e 

vasodilatadora 
M. jaboticaba Bebidas fermentadas Aorta isolada de ratos 

Apresentou atividade antioxidante e vasodilatadora 

in vitro 

De Sá et al., 

2014 

Antioxidante in 

vivo 
M. jaboticaba 

Casca de jabuticaba 

liofilizada e extrato 

aquoso 

Ratos obesos 
Redução de peroxidação lipídica no soro e no 

plasma. Aumento de CAT no fígado 

Lequiste et 

al., 2015 

Antioxidante e 

antidepressiva 
P. trunciflora 

Fruta inteira/ extrato 

aquoso acidificado 
Ratos 

No nível comportamental, o extrato reduziu o 

tempo de imobilidade no teste da suspensão da 

cauda em ratos 

Sacchet et 

al., 2015 
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Quadro 1. Principais atividades biológicas relatadas na literatura para as diferentes espécies de jabuticaba. Continuação. 

Atividades 

biológicas 
Espécie 

Parte da planta ou 

compostos 
Modelo/Grupo de estudo Efeito observado Referências 

Antioxidante e 

modulação da 

atividade 

mitocondrial 

P. trunciflora Extrato aquoso da casca 
Linhagem de fibroblastos 

humanos (MRC-5) 

Atividade antioxidante in vitro. Prevenção de 

danos oxidativos a lipídeos e modulação da 

atividade do complexo I da cadeia de transporte de 

elétrons 

Calloni et 

al., 2015 

Anti-nefropatia M. cauliflora 
Extrato aquoso da fruta 

inteira 
Camundongos 

Redução da atrofia glomerular, da deposição de 

sacarídeos e formação de colágeno IV nos rins de 

camundongos diabéticos 

Wu et al., 

2016 

Vasodilatador M. cauliflora  
Extrato hidroalcoólico 

da fruta sem sementes 
Aorta isolada de ratos 

Induz vasodilatação através da ativação de canais 

de K+ e inibição do influxo de Ca+ 

Andrade et 

al., 2016 

Antigenotóxico e 

reparo do DNA 
M. cauliflora Extrato de semente Camundongos Efeito antigenotóxico e auxílio no reparo do DNA 

Silva et al., 

2016 

Melhora da 

resistência à 

insulina 

M. jaboticaba Extrato da casca Humanos 
Aumentou a capacidade antioxidante no soro e 

diminuiu os níveis de glicose e insulina 

Plaza et al., 

2016 

Anti-hipertensivo M. cauliflora 

Extrato hidroacoólico 

de jabuticaba sem 

sementes 

Ratos  

Efeito hipotensivo em ratos hipertensivos, através 

do aumento da viabilidade de óxido nítrico. 

Atenuou hipertrofia renal e cardíaca 

Souza et al., 

2017 

Antibacteriana P. jaboticaba  

Casca/ extratos aquoso, 

metanólico, etanólico e 

acetona 

Linhagens bacterianas 
Inibição do crescimento de bactérias pelos extratos 

metanólicos, estanólicos e acetona 

Machado et 

al., 2018 

Cicatrizante P. jaboticaba  

Casca/ extratos aquoso, 

metanólico, etanólico e 

acetona 

Ratos 

Extrato etanólico apresentou proteção contra 

inflamação de feridas e auxiliou na cicatrização 

mais rápida, em ratos 

Machado et 

al., 2018 

Antiobesidade P. jaboticaba Extrato da fruta inteira Camundongos 

Proteção contra o ganho de peso impedindo o 

crescimento do tecido adiposo. Atenuação da 

hiperglicemia e hiperinsulinemia 

Moura et al., 

2018 

Modulação da 

microbiota 

intestinal 

P. jaboticaba Extrato aquoso de casca Ratos 

O extrato alterarou a microbiota intestinal, 

aumentando desde a contagem de Lactobacillus, 

Bifidobacterium e Enterobacteriaceae 

Da Silva‐

Maia et al., 

2018 
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3. OBJETIVO GERAL  

Avaliar a composição química e os efeitos do extrato aquoso de casca de 

jabuticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) sobre marcadores metabólicos, 

hematológicos, função mitocondrial e estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes 

induzido por estreptozotocina. 

 

3.1.OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.1.1. Determinar a composição química 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 lipídico 

(colesterol total, HDL e não-HDL e triglicerídeos) em ratos saudáveis e diabéticos 

induzidos por estreptozotocina; 

3.1.3. Analisar a função hepática, através da determinação dos níveis séricos das 

enzimas hepáticas AST e ALT, dos ratos saudáveis e diabéticos induzidos por 

estreptozotocina após o tratamento extrato de P. trunciflora;  

3.1.4. Avaliar a função renal, através da determinação dos níveis séricos de ureia e 

creatinina, em ratos saudáveis e diabéticos induzido por estreptozotocina após o 

tratamento com extrato de P. trunciflora;  

3.1.5. Determinar os efeitos do extrato de P. trunciflora sobre o perfil hematológico 

(contagem de células sanguíneas) em ratos saudáveis e diabéticos induzidos por 

estreptozotocina; 

3.1.6. Quantificar os níveis de danos oxidativos a lipídios e a proteínas no soro e no 

fígado dos ratos saudáveis e diabéticos induzido por estreptozotocina após o tratamento 

com extrato de P. trunciflora; 
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3.1.7.  Mensurar a atividade dos complexos I, II, III e IV da cadeia de transporte de 

elétrons no fígado dos ratos saudáveis e diabéticos induzidos por estreptozotocina após 

o tratamento com extrato de P. trunciflora;  

3.1.8. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes, superóxido dismutase e catalase, 

no soro e no fígado dos ratos saudáveis e diabeticos induzido por estreptozotocina após 

o tratamento com extrato aquoso de casca de P. trunciflora; 

3.1.9. Determinar a capacidade antioxidante total do soro dos ratos saudáveis e 

diabéticos induzidos por estreptozotocina após o tratamento com extrato aquoso de 

casca de P. trunciflora. 

3.1.10. Avaliar a expressão da proteína SIRT3 no fígado dos ratos saudáveis e 

diabéticos induzidos por estreptozotocina após o tratamento com extrato aquoso de 

casca de P. trunciflora. 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão apresentados na forma de dois artigos científicos, 

os quais serão submetidos para publicação a revistas científicas 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. 
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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 Diagnóstico 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 (H2O2) 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"O) and Veranópolis (28°56'26.00"S; 51°32'35.11"O), 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 (nº 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 

(100 °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 ºC 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 ºC) 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 × 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 Diagnóstico 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 IC50, 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 H2O2 at 240 nm. Results are expressed 

as mmol H2O2/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 IC50 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 β cells through the glucose transporters 

2 and it causes β-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 β-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 (H2O2) production, which in turn can be converted to H2O and O2 by the CAT 

enzyme. An overproduction of H2O2 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.  

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). 

Cells 

Groups 

Control JPE 0.5 g/kg DM 

DM + JPE 

 0.5 g/kg 

Erythrocytes (106/µL) 9.67 ± 0.09a 9.32 ± 0.12 a 9.28 ± 0.15a 9.29 ± 0.19a 

Platelets (103/µL) 803.00 ± 43.00a 780.83 ± 54.00a 557.50 ± 72.30a 629.67 ± 76.85a 

Leukocytes (103/µL) 7.60 ± 0.23a 8.86 ± 0.58a 4.84 ± 0.37b 7.36 ± 0.44a 

Lymphocytes (103/µL) 6.02 ± 0.17a 6.98 ± 0.47a 3.38 ± 0.38b 5.45 ± 0.43a 

Granulocytes (103/µL) 1.44 ± 0.05a 1.60 ± 0.10a 1.28 ± 0.06a 1.60 ± 0.10a 

Monocytes (103/µL) 0.18 ± 0.05a 0.18 ± 0.03a 0.20 ± 0.02a 0.25 ± 0.02a 

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, II and III 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 I and 

II showing increased activity and complex III 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 I 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, Gómez-alonso, & Hermosín-

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"O) and Veranópolis (28°56'26.00"S; 51°32'35.11"O), 

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 Gestão do 

Patrimônio Genético (SISGEN) as well as a collection authorization (nº 38096-3) was 

requested from Sistema de Autorização e Informação 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 % w/v) under reflux (100 °C) 

for 15 min. Afterward, jabuticaba peel extract (JPE) was lyophilized (LIOBRAS model 

L-101) and stored at -80 ºC 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 ºC) 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; Radenković, Stojanović, & 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 × g for 10 

min at 4 ºC. The supernatant was collected and centrifuged again at 7000 × g for 10 min 

at 4 °C. The resulting supernatant was discarded, and the pellet washed with 200 μl of 

ice-cold sucrose buffer, followed by further centrifugation at 7000 × 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 × g for 10 min, at 4ºC. 

 

2.7. Activity of The Mitochondrial Electron Transport Chain 

The function of the complexes I 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 μM). The NADH substrate (100 μM), the electron acceptor 

ubiquinone (60 μM) and the specific rotenone inhibitor (10 μM) were added to evaluate 

the activity of the complex I (CI) of the ETC. The activity of complex II (CII) was evalua-
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ted with the addition of substrate succinate (20 mM), 2,6-dichlorophenolindofenol (80 

μM) and electron acceptor decilubiquinone (DUB, 50 μM) and 2-thenoyltrifluoroacetone 

(TTFA, 10µM). The substrate ubiquinol (DubH2, 100 μM), cytochrome c (75 μM) as 

electron acceptor and the specific inhibitor antimycin A (10 μg/mL) were used to 

determine the activity of complex III (CIII). For the evaluation of the complex IV (CIV), 

the cytochrome c reduced was used as the substrate and the KCN (300 μM) 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. β-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 IgG 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.
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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 H2O2 at 240 nm. The reaction was 

conducted at 30 °C for 1 min. Results are expressed as mM H2O2/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 µM 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 CI 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 CI and CII 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 CIII 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 CI 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 CIII and CIV 

activity in the liver of diabetic rats induced by streptozotocin. Zhang et al. (2011) 

observed a significant reduction in CIII 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 

CI and CII, with the values returning to the basal levels. Regarding the CIII, 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 CI activity in hyperglycemic endothelial cells and the 

treatment with Pleurotus albidus extract, rich in phenolic compounds, was able to bring 
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CI activity to the basal levels. Regarding the activity of CIII, Mustata et al. (2005) also 

demonstrated that streptozotocin-induced diabetic rats showed a decrease in the specific 

activity of CIII in renal cortex and suggests that there may be damage to the CIII proteins 

through glycation. In addition, studies have shown that aldehydes derived from lipid 

peroxidation may lead to inhibition of CIII (Musatov & Robinson, 2012; Picklo, 

Amarnath, McIntyre, 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 CI and CII activity (Bause & Haigis, 2013). Other authors have found a decrease in 

SIRT3, 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 CI and CII activity, but apparently not 

CIII 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 CII, 

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 CI concomitant to a decrease in 

mitochondrial CIII 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 CIII, may lead to increased O2
•- production by increase in the escape 

of ETC electrons that react with O2  (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 O2
•- in hydrogen peroxide (H2O2). Consequently, 

increased H2O2 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 O2
•-

 and 

H2O2, 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 O2
•-

 

and, consequently, lower H2O2 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. 
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Figure 1. Activity of complexes I (A), II (B), III (C) and IV (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 

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



Artigo 2                                                                                                          4. Resultados 

95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. DISCUSSÃO GERAL  

A prevalência de DM tem aumentado significativamente no Brasil e no mundo nos 

últimos anos, o que a torna uma doença epidêmica (Duncan et al., 2017; Ogurtsova et al., 

2017). A hiperglicemia é uma característica comum do DM, independente da causa, se 

por uma deficiência de insulina ou uma resistência a ação do hormônio. E justamente por 

não apresentar sintomatologia significativa, um dos grandes problemas relacionados a 

doença são as alterações que se desenvolvem de forma lenta e gradativa em diversos 

órgãos e tecidos. Independentemente do tipo de DM, a hiperglicemia crônica é o principal 

fator de risco para o desenvolvimento de complicações (Marcovecchio, 2017).  

Estudos já demonstraram que a hiperglicemia pode levar ao desenvolvimento de 

estresse oxidativo, principalmente em células não insulino dependente, as quais estão 

constantemente expostas a altos níveis de glicose. Isso faz com que essas células sejam 

as mais suscetíveis a alterações e, consequentemente, mais propensas a apresentarem 

complicações relacionadas ao DM (Ullah et al, 2016; Lunder et al., 2018). Alguns estudos 

inclusive indicam que mesmo após o controle glicêmico, 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 fenólicos 

como possíveis compostos com capacidade de proteger contra os danos oxidativos e, 

desta forma, minimizar o desenvolvimento de complicações do DM.  

A jabuticaba é considerada um alimento funcional por conter além de 

macronutrientes e micronutrientes, fitonutrientes em quantidades significativas, 

sobretudo compostos fenólicos, os quais se concentram principalmente na casca. Além 

disso, estudos já demonstraram diversas atividades biológicas importantes para essa fruta, 

principalmente das espécies P cauliflora e P jaboticaba. Entretanto, poucos estudos 

investigaram o potencial biológico da espécie P. trunciflora. Portanto, considerando este 
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contexto, este estudo buscou avaliar a composição química e os efeitos do extrato aquoso 

de casca de jabuticaba (JPE) (P. trunciflora) em marcadores bioquímicos, hematológicos, 

função mitocondrial, expressão de SIRT3 e parâmetros de estresse oxidativo no soro e no 

fígado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.  

Para o estudo dos efeitos do JPE sobre parâmetros metabólicos e de estresse 

oxidativo relacionados ao DM, foram utilizados ratos machos nos quais o DM foi 

induzido por meio de injeção intraperitoneal de estreptozotocina (STZ). A STZ é um 

antibiótico de amplo espectro que possui propriedade diabetogênica. Essa propriedade é 

caracterizada pela destruição seletiva das células β pancreáticas, já que a STZ é 

reconhecida pelo GLUT2, abundante neste tipo de células. Assim, a STZ causa 

deficiência de insulina pela morte das células β e, consequente hiperglicemia, polidipsia 

e poliúria, que imitam o DM1 humano (Wu & Huan, 2008; Wu & Yan, 2015). Por isso, 

a STZ é amplamente utilizada para indução de diabetes experimental em roedores 

(Szkudelski, 2001; Radenković, 2016). Após a indução 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 após a indução 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 níveis de glicose cerca de 5 vezes mais altos em relação 

aos animais saudáveis. Após os 30 dias de tratamento com o JPE nos ratos com DM, não 

foi observada alteração da hiperglicemia. Este resultado era esperado, já que, 

considerando a concentração de STZ utilizada e os níveis de glicose sérica nos ratos 

diabéticos, seria muito difícil reverter esse efeito.  

Dentre as principais complicações que podem ser desenvolvidas em consequência 

da hiperglicemia presente no DM estão as alterações da função renal. Indivíduos com DM 

têm chances quase 2 vezes maiores de desenvolver doença renal do que aqueles sem DM 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25897251
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25897251
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(Ene-Iordache et al., 2016). Estudos demonstram que o estresse oxidativo está associado 

a disfunção e morte de células endoteliais glomerulares e que essa alteração está 

relacionada com a doença renal no DM (Daehn et al., 2017). Para a avaliação da função 

renal, os níveis de creatinina e ureia são amplamente utilizados, já que os rins são a via 

de excreção desses compostos e, quando há doença renal, esses marcadores se acumulam 

no soro. Em nosso estudo, observou-se que apenas um dos marcadores de função renal 

avaliados, a ureia, apresentou-se significativamente aumentada no soro dos ratos 

diabéticos, sendo que houve um aumento de cerca de 33 % nestes níveis em relação aos 

animais saudáveis. A suplementação com JPE não alterou os níveis de ureia dos ratos 

com DM. Por outro lado, os níveis de creatinina apresentaram uma tendência a aumentar. 

Entretanto, não foi observada diferença estatística significativa entre os valores 

apresentados pelos animais com DM e os animais do grupo controle. Da mesma forma, a 

suplementação com JPE não alterou os níveis deste marcador nos ratos diabéticos. 

Considerando que os níveis de creatinina estão diretamente relacionados à quantidade de 

massa muscular e há uma perda significativa de massa muscular no DM1 não tratado, a 

diminuição na massa muscular dos ratos pode ter levado a uma menor formação de 

creatinina (Patel et al., 2013). Além disso, o tempo de duração do DM também pode 

influenciar os níveis de creatinina já que pode levar anos para que ocorra o 

desenvolvimento de nefropatia diabética (Lim, 2014). Desta forma, um mês poderia ser 

um período curto para induzir a nefropatia diabética e alterar dos níveis de creatinina de 

forma proeminente.  

Além dos rins, o fígado está entre os principais órgãos suscetíveis aos efeitos do 

estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, o que, por sua vez, pode levar à lesão do 

tecido hepático e, consequentemente, a disfunção do órgão (Mohamed et al., 2016). As 
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alterações hepáticas são mais proeminentes em pacientes que apresentam DM1 com 

controle glicêmico ineficiente (Al-Hussaini et al, 2012; Barros et al., 2017). Estudos 

indicam que o DM está associado a uma variedade de alterações hepáticas, como, por 

exemplo, doença hepática gordurosa não alcoólica e elevação anormal de enzimas 

hepáticas (Mohamed et al., 2016). No DM1, a deficiência de insulina induz a ativação da 

lipase hormônio sensível no tecido adiposo, o que leva a um aumento da lipólise e 

consequente liberação de ácidos graxos livres na circulação e que, posteriormente 

poderão acumular no fígado, causando dano. Além disso, os níveis de enzimas hepáticas 

podem apresentar-se alterados. Portanto, para a avaliação da função hepática, este estudo 

determinou os níveis das enzimas AST e ALT. Foi observado um aumento significativo 

dos níveis plasmáticos da enzima ALT, de cerca de três vezes o valor apresentado pelo 

grupo controle, demonstrando que o DM induziu algum grau de dano hepático. O 

tratamento dos ratos diabéticos com JPE apresentou uma tendência em induzir a 

diminuição dos níveis da enzima, entretanto, não foi observada diferença estatística 

significativa. Por outro lado, em relação aos níveis da enzima AST, foi observada uma 

resposta distinta, ou seja, os ratos diabéticos não apresentaram elevação significativa dos 

níveis desta enzima. Adicionalmente, o tratamento dos ratos com DM com o JPE também 

não causou modificações dos níveis séricos desta mesma enzima. A magnitude da 

elevação da ALT é geralmente maior do que a AST, isso porque, a meia-vida da ALT é 

mais longa e AST tem maior fração mitocôndrial (Aulbach & Amuzie, 2017). Além disso, 

geralmente pacientes com esteatose hepática não alcoólica apresentam níveis de ALT 

elevados de forma mais proeminente do que os níveis de AST (Mohamed et al., 2016), o 

que explica, ao menos parcialmente, os resultados encontrados em nosso estudo. Os ratos 

saudáveis que receberam JPE não apresentaram alteração dos níveis das enzimas AST e 

ALT, demonstrando que o JPE não foi hepatotóxico. 
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Além dos danos renais e hepáticos, conforme já citado anteriormente, a deficiência 

de insulina, característica de DM1, também acarreta grandes alterações no metabolismo 

de lipídeos. A falta de insulina leva à uma redução da atividade da enzima lipase 

lipoproteica na superfície luminal das células endoteliais capilares, fazendo com que as 

lipoproteínas ricas em triglicérides (quilomícrons, VLDLs) concentrem-se no plasma, 

levando à hipertrigliceridemia (Vergès, 2015). Além disso, o DM1 não tratado exibe um 

aumento no influxo de ácidos graxos livres do tecido adiposo para o sangue, devido a 

ativação da enzima lipase hormônio sensível deste tecido pela ausência de insulina. 

Adicionalmente a isso, a deficiência de insulina diminui a expressão de receptores de 

colesterol LDL, o que também leva a maior concentração desta molécula no plasma 

(Duvillard et al., 2003). Assim, em nosso estudo os níveis de triglicerídeos (TG), 

colesterol total (CT), colesterol HDL e não-HDL foram determinados. Observou-se um 

aumento significativo dos níveis de TG, CT e não-HDL no soro dos ratos diabéticos. A 

suplementação com JPE durante 30 dias foi capaz de reduzir de forma significativa em 

cerca de 50, 25 e 40 % níveis de TG, CT e não-HDL, respectivamente. A redução dos 

níveis de TG induzida pelo JPE é semelhante à observada em fármacos 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 níveis de CT 

em 20-28 %, valores semelhantes aos apresentados pelo JPE. Além disso, o JPE foi capaz 

de induzir aumento dos níveis de HDL, tanto nos ratos saudáveis quantos nos ratos 

diabéticos, em cerca de 20 e 17 %, respectivamente. Diversos estudos têm demonstrado 

a capacidade de compostos fenólicos em reduzir os níveis de lipídios plasmáticos e vários 

mecanismos têm sido propostos para esse efeito. Estudo de Nekohashi et al. (2014) sugere 

que compostos fenólicos como a luteolina e a quercetina diminuem os níveis de colesterol 
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plasmático 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 

fenólicos em inibir enzimas digestivas com como lipase pancreática, fosfolipase A2, 

colesterol esterase pancreática e, assim, diminuir a absorção de lipídios no intestino 

(Sugiyama et al., 2007; Adisakwattana et al., 2010; Gu et al., 2011; Hassan, 2014; Cires 

et al., 2017). Além disso, estudos têm demonstrado a capacidade de compostos fenólicos 

de inibir a solubilidade de micelas do colesterol e, desta forma, inibir a absorção deste 

lipídeo (Su et al., 2015; Ogawa et al., 2016). Nosso estudo também demonstrou a 

capacidade do JPE em inibir a enzima lipase pancreática o que poderia explicar, ao menos 

em parte, a redução de triglicerídeos plasmáticos induzida pelo JPE. Alezandro et al. 

(2013) atribui a redução dos lipídeos plasmáticos, observada nos ratos diabéticos tratados 

com jabuticaba liofilizada (M. jaboticaba), à presença de fibras. Entretanto, cabe ressaltar 

que o JPE utilizado em nosso estudo não contém fibras. Portanto, o efeito de redução de 

lipídeos plasmáticos observado em nosso estudo pode ser atribuído, ao menos em parte, 

aos polifenois presentes no JPE.  

Estudos também já demonstraram a capacidade de compostos fenólicos obtidos a 

partir de diferentes fontes, como chá verde, azeitonas, arroz e frutas, de reduzir colesterol 

e triglicerídeos plasmáticos através da regulação da expressão de genes, como o de PPAR-

α, fatores de transcrição que modulam o metabolismo energético no fígado, tecido 

adiposo e músculo (Kim et al., 2010; Jang et al., 2012; Tian et al., 2013; Kim et al., 2014).  

A dislipidemia é um fator de risco já bastante conhecido para doenças 

cardiovasculares. Além disso, essas doenças são a principal complicação e causa de 

mortalidade em pacientes diabéticos (Leon & Maddox, 2015). Desta forma, considerando 

o potencial dos compostos fenólicos em regular digestão, absorção e metabolismo de 

lipídeos, esses compostos podem ser uma alternativa para a prevenção de uma das princi- 
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pais complicações relacionadas ao DM.  

Além das alterações relacionadas ao DM já mencionadas, estudos têm 

demonstrado que pacientes com diabetes apresentam maior ocorrência de infecções 

comuns como cistite, pneumonia, tuberculose, infecções 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 alterações do sistema imune durante o DM. Em 

nosso estudo observou-se uma diminuição significativa da contagem de linfócitos e 

leucócitos totais nos animais do grupo DM. De fato, outros estudos têm demonstrado que 

a hiperglicemia crônica em conjunto com cetoacidose leva a redução da proliferação de 

linfócitos por suprimir a resposta de estimulação e aumentar o estresse oxidativo e a 

apoptose nessas células (Rubinstein et al., 2008; Daoud et al., 2009; Muller et al., 2011). 

Adicionalmente, pesquisas têm demonstrado defeitos nas atividades quimiotáticas, 

fagocíticas e microbicidas de neutrófilos em indivíduos 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 linfócitos e leucócitos, 

fazendo com que o número de células retornasse para valores semelhantes aos do grupo 

controle. Esse efeito do JPE sobre as células do sistema imune pode ser atribuído, ao 

menos em parte, aos compostos fenólicos presentes no extrato. Alguns poucos estudos 

demonstraram que estes compostos apresentam essa capacidade. Karasawa et al. (2011) 

mostraram que o extrato de tâmaras administrado em camundongos por 30 dias induziu 

um aumento de células imunocompetentes, incluindo linfócitos T, células natural killer 

(NK), macrófagos e células dendríticas na placa de Peyer e no baço. Em outro estudo de 

John et al. (2011), foi demonstrado que os compostos fenólicos de Cassia auriculata 

melhoraram a proliferação de linfócitos T em ratos idosos. Além disso, 14 dias de 

suplementação com sucos ricos em flavonoides e antocianinas, obtidos através de uma 
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mistura de frutas, aumentou a proliferação de linfócitos ex vivo e atividade das célulasNK 

em humanos (Bub et al., 2003; Ding et al., 2018). 

Considerando que foram obtidos resultados promissores em relação ao efeito do 

JPE sobre a hiperlipidemia e na restauração do sistema imune de ratos diabéticos, esses 

resultados deram origem a um depósito de patente (ANEXO I) 

Uma série de estudos já demonstrou a presença 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 presença de estresse oxidativo 

aumentado nos ratos diabéticos, através do aumento significativo de danos oxidativos a 

proteínas e lipídios, tanto no soro quanto no fígado. Além disso, observou-se uma 

desregulação 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 produção de O2
-, levando a uma resposta adaptativa 

da enzima numa tentativa de eliminar o excesso de O2
-. Outros estudos já levantaram essa 

hipótese, sendo que Aksoy et al. (2004) e Niture et al. (2014) afirmam que o aumento de 

SOD pode ser um mecanismo compensatório em resposta ao aumento prolongado de 

superprodução de O2
-. O aumento da atividade de SOD pode levar a um aumento na 

geração de H2O2, o qual, por sua vez, é degradado pela enzima CAT. Neste estudo, foi 

observada uma diminuição da atividade da enzima CAT no soro dos animais diabéticos, 

o que pode ser responsável, em parte, pelo aumento do estresse oxidativo. Uma 

superprodução de H2O2, além da capacidade de metabolização de CAT, pode causar 

danos a essa enzima e, consequentemente, levar a uma diminuição em sua atividade 

(Omotayo et al., 2010). Por outro lado, observou-se que ambas as enzimas se 

apresentaram aumentadas no fígado dos ratos diabéticos. Desta forma, parece que o 

aumento da atividade da SOD e CAT não é necessariamente protetora, mas sim uma res- 
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posta compensatória para eliminar o excesso de O2
- e H2O2, considerando que, mesmo 

aumentadas, as enzimas não preveniram os danos oxidativos aos lipídios, os quais 

apresentaram-se aumentados também no fígado dos ratos diabéticos.  

Tem sido indicado que a principal fonte de geração de EROs durante o DM é a 

mitocôndria. Autores como Raza et al. (2011) e Blake & Trounce (2013) afirmam que o 

aumento de substratos energéticos disponíveis nas células hepáticas de ratos diabéticos, 

principalmente glicose e ácidos graxos, pode levar a um aumento da fosforilação 

oxidativa na CTE. O aumento do fluxo de elétrons da CTE juntamente com uma disfunção 

dos complexos mitocondriais levaria a um aumento da produção de O2
-, através do escape 

de elétrons da cadeia, os quais reagem com o O2. 
 De fato, o presente estudo observou 

uma disfunção da atividade dos complexos da CTE no fígado, sendo que os ratos 

diabéticos apresentaram um aumento significativo da atividade dos CI e II e uma 

diminuição significativa da atividade do CIII em relação ao grupo controle. A atividade 

do CIV não apresentou alterações. Outros estudos também mostraram que há uma 

disfunção da CTE de ratos diabéticos. Raza et al. (2011) demonstraram que há um 

aumento significativo na atividade de CI e CII e uma redução na atividade de CIII e CIV 

no fígado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Zhang et al. (2011) também 

observaram uma redução significativa na atividade do CIII da CTE no rim de 

camundongos diabéticos, acompanhados por uma hiperatividade do CI. A atividade do 

CIII reduzida em conjunto com os CI e CII aumentados pode ser a principal causa do 

aumento de geração de O2
- e, consequentemente, a causa da alteração 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, já que houve diminuição da atividade dos CI e CII, 

com os valores retornando ao nível basal e, por outro lado, um aumento da atividade do 
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CIII. Corroborando com nossos dados, Gambato et al. (2018) demonstraram um aumento 

na atividade do CI em células endoteliais expostas a hiperglicêmia e o tratamento com 

extrato de Pleurotus albidus, rico em compostos fenólicos, foi capaz de fazer com que a 

atividade do CI retornasse aos níveis 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 fenólicos levam à redução da 

atividade dos CI e CII não estão totalmente compreendidos. Concomitantemente com a 

regulação 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 fígado. A 

diminuição da atividade das enzimas pode ser explicada por uma redução na produção de 

O2
- na CTE o que, consequentemente, levou a uma menor geração de H2O2. De fato, foi 

observado em nosso estudo uma redução nos danos oxidativos a lipídios e a proteínas, 

tanto no soro quanto no fígado dos ratos que receberam a suplementação de JPE. Estudo 

de Omotayo et al. (2009) também demonstrou que a suplementação de ratos diabéticos 

com mel induziu uma diminuição na atividade da enzima SOD nos rins, 

concomitantemente com a redução dos níveis de malondialdeído, marcador de 

peroxidação lipídica. A diminuição da atividade das enzimas antioxidantes após o 

tratamento com o JPE poderia ser também uma resposta compensatória, já que houve um 

aumento da capacidade antioxidante total do plasma.  

Estudos têm demonstrado que a ação dos compostos fenólicos in vivo vai muito 

além da sua capacidade direta de reduzir RL, já que as concentrações plasmáticas e 

intracelulares destes compostos são 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 modulação da expressão de proteínas (Serrano et 

al., 2016). Em uma tentativa de compreender os mecanismos envolvidos com a 

modulação dos complexos mitocondriais e redução do estresse oxidativo observada nos 

ratos tratados com JPE, a expressão da proteína SIRT3 foi avaliada no tecido hepático 

destes animais. SIRT3 é uma proteína presente nas mitocôndrias responsável por regular 

várias proteínas através da desacetilação, como, por exemplo, proteínas da CTE e enzimas 

como a SOD, e assim regular a atividade metabólica e o estresse oxidativo nessa organela 

(Bause & Haigis, 2013). Os resultados mostraram uma superexpressão de SIRT3 no 

fígado dos ratos do grupo DM e o tratamento com o JPE resultou em uma redução 

significativa da expressão desta proteína. Li et al. (2018) também encontraram uma 

superexpressão de SIRT3 em hepatócitos de ratos diabéticos induzidos por dieta rica em 

gordura.  

Considerando que SIRT3 é responsável pela regulação dos complexos 

mitocondriais, este aumento na expressão de SIRT3 corrobora com o aumento observado 

na atividade do CI e CII da CTE e o aumento da atividade de SOD (Bause & Haigis, 

2013). Por outro lado, a superexpessão de SIRT3 não explica a redução da atividade do 

CIII. Portanto, nossa hipótese é que pode haver dano oxidativo especificamente nas 

proteínas deste complexo. Mustata et al. (2005) também demonstraram que ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina mostraram diminuição da atividade do CIII 

mitocondrial no córtex renal e sugerem que pode haver dano às proteínas através da 

glicação. Além disso, estudos mostraram que os aldeídos derivados da peroxidação 

lipídica podem levar à inibição do CIII (Picklo et al., 1999). Mesmo assim, é importante 

que mais estudos sejam realizados para compreender essa alteração específica de 

atividade do CIII. 
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A causa do aumento da expressão de SIRT3 nos ratos diabéticos não está totalmente 

clara, já que a literatura apresenta dados controversos como, por exemplo, a expressão de 

SIRT3 diminuída neste mesmo modelo. No entanto, levantamos outra hipótese, de que a 

redução da atividade do CIII, mesmo com um aumento da atividade dos CI e CII, levaria 

a um comprometimento da produção de ATP através da fosforilação oxidativa, o que 

poderia sinalizar a superexpressão de SIRT3, sendo portanto, uma resposta compensatória 

para regular a produção de energia. De fato, Vassilopoulos et al. (2014) mostraram que a 

SIRT3 é sensível aos níveis 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, há uma diminuição nos níveis de ATP intracelular mesmo 

com a presença de atividade aumentada nos complexos CTE no pâncreas. Além disso, 

em um estudo de Rato et al. (2014) também foi demonstrado um aumento na atividade 

do CI concomitante a uma diminuição na atividade do CIII, sendo que esta dissociação 

das atividades dos complexos levou ao comprometimento da formação de ATP nos 

testículos de ratos pré-diabéticos. 

Neste estudo o JPE reduziu a expressão de SIRT3 nos ratos diabéticos e essa 

redução pode ser responsável, ao menos em parte, pela modulação dos complexos da CTE 

e, consequentemente, pela melhora dos parâmetros de estresse oxidativo. Um estudo de 

Li et al. (2018) demonstrou que a berberina, um alcalóide, levou a uma redução da 

expresão de SIRT3 em hepatócitos de ratos com dieta hiperlipídica. Além disso, estudo 

de Buler et al. (2012) mostrou que a metformina, um dos principais fármacos utilizados 

para o tratamento de DM, também induz redução da expressão de SIRT3 em cultura 

primária de hepatócitos e no fígado in vivo, sugerindo que a regulação da expressão de 

SIRT3 estaria envolvida nos mecanismos de ação deste fármaco.



5. Discussão Geral 

109 

 

Estudos têm demonstrado que a casca de jabuticabas, tanto da espécie P. jaboticaba 

quanto P. cauliflora, é especialmente rica em flavonóis, antocianinas e derivados de ácido 

elágico (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012; Leite-Legattiet al., 2012; Neves et al., 

2018). Entretanto, a composição química da espécie P. trunciflora ainda é pouco 

estudada. Assim, para a caracterização química do JPE, foi realizado fracionamento em 

coluna aberta, de acordo com metodologia descrita por Li et al. (2017). Para tanto, 

utilizou-se como fase estacionária a sílica gel 60 (0.063-0.2mm - Merck) e como eluente 

foi utilizado um gradiente de diferentes proporções de clorofórmio e metanol 

(CHCl3/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 frações. Após, realizou-se cromatografia de camada delgada (CCD) 

utilizando-se como fase estacionária cromatofolha de alumínio (Alugram Xtra Sil G - 

Sílica Gel 60), com indicador UV254 e como fase móvel uma mistura de diferentes 

proporções de acetato de etila, ácido fórmico, ácido acético e água (100:11:11:26 v/v) e 

como revelador uma solução metanólica de difenilboriloxietilamina (NP). As frações que 

mostraram mobilidade cromatográfica semelhante foram reunidas, resultando, ao final, 

em 6 subfrações (SF1-6). Posteriormente, as diferentes subfrações foram submetidas a 

análise de HPLC (HP modelo 1100). As análises foram realizadas em equipamento HPLC 

marca HP modelo 1100, coluna Lichrospher RP18 (5µm) equipado com detector UV a 

210nm e sistema quaternário de bombas. A análise em fase reversa foi constituída de: 

solvente A – água Milli-Q com 1% de ácido fosfórico e solvente B – Acetonitrila. O 

sistema de bombeamento da fase móvel foi gradiente, com 90% do solvente A de 0 a 

5min, 60% de A de 5 a 40min e 90% de A de 45 a 50min. O fluxo padrão foi mantido a 

0,5 mL/min de acordo com Morelli (2010). As amostras foram filtradas em membranas 

de Nylon de 0,45µm de diâmetro de poro. Os compostos fenólicos foram identificados de 

acordo com sua ordem de eluição e por comparação de seu tempo de retenção com aqueles 
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de seus padrões puros. A quantificação foi realizada pelo método de padronização externa, 

através da correlação da área (mAU*s) do pico do composto à curva padrão realizada 

com cada padrão avaliado (ácido gálico, epigalocatequina, catequina, epicatequina, 

epigalocatequina galato, rutina, vitexina, ácido ferulico, naringina, hesperidina, 

miricetina, resveratrol, quercetina e apigenina). O resultado está expresso em µg/mL de 

extrato.  

Foi possível identificar a presença de 10 compostos fenólicos, dentre eles dois 

ácidos fenólicos, o ácido gálico, presente em todas as subfrações, e ferúlico, 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, três flavonóis 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, ácido gálico e 

ferúlico estão presentes em maior quantidade no JPE (ANEXO II). Estudo anterior de 

nosso laboratório já havia identificado canferol e cianidina-3-O-glicosídeo no JPE, 

através da análise por espectrometria de massas com ionização 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) já haviam relatado a presença de monômeros e dímeros 

de proantocianidinas na casca de outras espécies de jabuticaba (M. jaboticaba e M. 

cauliflora). Os flavonóis, rutina, quercetina e miricitina, também já haviam sido 

identificados para a espécie M. cauliflora, em estudo de Reynertson et al. (2006). Já o 
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composto naringina não havia sido relatado em nenhum outro estudo de composição 

química da jabuticaba.  

 Juntos, os resultados apresentados neste estudo demonstram os importantes efeitos 

biológicos do JPE como a capacidade hipolipemiante, a capacidade de modulação do 

sistema imune, modulação dos complexos mitocondriais através da regulação de SIRT3 

e redução de parâmetros de estresse oxidativo em modelo in vivo de diabetes. Assim, o 

JPE torna-se uma fonte importante de compostos fenólicos com potencial alternativa para 

um possível tratamento das complicações causadas pelo DM. Obviamente, mais estudos 

são necessários para elucidar completamente os mecanismos de ação sugeridos neste 

estudo.  
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6. CONCLUSÕES  

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:  

1.1.  A análise de cromatografia líquida de alta eficiência permitiu a indentificação 

de 10 compostos fenólicos, dentre eles dois ácidos fenólicos (ácido gálico e 

ferúlico), quatro flavan-3-ois, (catequina, epicatequina, epigalocatequina e 

epigalocatequina galato), três flavonóis (rutina, quercetina e miricitina) e uma 

flavanona (naringina);  

1.2. O tratamento dos ratos diabéticos com JPE não causou alteração  sobre os níveis 

séricos de glicose, ureia, creatinina e das enzimas hepáticas AST e ALT; 

1.3.  O JPE foi capaz de induzir a redução significativa dos níveis de triglicerídeos e 

colesterol total e não-HDL dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;  

1.4. O JPE apresentou capacidade de inibição da enzima lipase pancreática;  

1.5. Tanto os ratos saudáveis quanto os ratos diabéticos tratados com JPE 

apresentaram um aumento significativo dos níveis de colesterol HDL; 

1.6.  O JPE restaurou a contagem de linfócitos e leucócitos totais nos ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina; 

1.7. O tratamento com JPE foi capaz de modular a atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e CAT, tanto no soro quanto no fígado, dos ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina;  

1.8.  O JPE foi capaz de evitar dos danos oxidativos a lipídeos e a proteínas tanto no 

soro quanto no fígado dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;  

1.9. A suplementação de JPE melhorou a capacidade antioxidante total do soro, tanto 

dos ratos saudáveis quanto dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;  
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1.10. O JPE foi capaz de modular a função mitocondrial, através da diminuição da 

atividade dos complexo I e II e do aumento da atividade do complexo III da 

CTE no fígado de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;  

1.11. O JPE induziu uma diminuição da expressão da proteína SIRT3 no fígado dos 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina;  
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7. PERSPECTIVAS 

Como continuidade deste trabalho, seria importante: 

 

1.1 Determinar a composição química do JPE através de espectrometria de 

massas; 

1.2.Avaliar os parâmetros de estresse oxidativo nos demais tecidos, como cérebro, 

rim e músculo esquelético, dos ratos saudáveis e diabéticos tratados ou não 

com JPE; 

1.3.Determinar marcadores de inflamação no soro e nos tecidos dos ratos saudáveis 

e diabéticos tratados ou não com JPE; 

1.4.Avaliar a expressão de outras sirtuínas, como SIRT1, tanto no fígado quanto 

no cérebro, rim e músculo esquelético dos ratos saudáveis e diabéticos tratados 

ou não com JPE; 

1.5.Avaliar histopatologicamente os tecidos hepáticos e pancreático dos ratos 

saudáveis e diabéticos tratados ou não com JPE. 

1.6.Determinar a toxicidade do JPE utilizando-se modelo de zebrafish.  
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9.2. Anexo II 

AcG:ácido gálico; Epg: epigalocatequina; Cat: catequina; Epicat: epicatequina; Epg galato: epigalocatequina galato; Rut: rutina; AcFer: ácido ferulico; Nar: naringina; Mir: 

miricetina; Querc: quercetina. 

Tabela 1. Concentração de compostos fenólicos das subfrações (SF) do extrato de casca de jabuticaba (P. trunciflora) JPE determinada através da análise de HPLC. 

Subfrações 

do JPE 

Compostos fenólicos (µg/mL) 

AcG Epg Cat Epicat Epg galato Rut AcFer Nar Mir Querc 

SF1 ACN 0,724 ± 0,021 - - - - - - - - - 

SF1 MetOH 18,724 ± 0,051 - 0,471 ± 0,005 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  38,711 ± 0,449 - 0,264 ± 0,010 - - 0,808 ± 0,088 10,619 ± 0,070 - 1,395 ± 0,045 
0,923 ± 0,067 

 

SF3  1,469 ± 0,025 0,247 ± 0,010 - - - - - - - - 

SF4  0,809 ± 0,020 - - - - - - - - - 

SF5  8,730 ± 0,142 0,129 ± 0,016 0,352 ± 0,015 0,594 ± 0,011 - - - - - - 

SF6  9,144 ± 0,197 0,141 ± 0,008 0,614 ± 0,016 - - 1,862 ± 0,072 - - - - 


