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RESUMO

A jabuticaba (Plinia sp.), uma fruta nativa do Brasil, tem despertado grande
interesse cientifico devido ao seu contetdo de fitonutrientes e seus beneficios a saude,
sendo considerada um alimento funcional. Estudos demonstraram que a jabuticaba é
rica em compostos fendlicos, principalmente antocianinas e flavonois. Esses compostos
vém sendo relacionados a reducgdo da incidéncia de doengas que apresentam o estresse
oxidativo e nitrosativo em sua fisiopatologia, como doengas cardiovasculares, diabetes e
o0 céancer. Recentemente, estudos tém demonstrado que a disfuncdo mitocondrial esta
presente como um fator determinante no desenvolvimento e progressdo do estresse
oxidativo e nitrosativo e que compostos fendlicos teriam a capacidade de regular essa
disfungdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo de
macronutrientes, o contetdo de compostos fendlicos totais e antocianinas da casca e da
polpa de jabuticaba (P. trunciflora). Paralelamente, determinou-se a composi¢do
quimica do extrato de casca de jabuticaba (ECJ), através de espectrometria de massas, e
a sua atividade antioxidante in vitro através dos ensaios de DPPH' e ABTS™. Além
disso, avaliou-se a capacidade do ECJ em reduzir o estresse oxidativo/nitrosativo e
modular a fungdo mitocondrial, a qual foi determinada através da atividade do
complexo | da cadeia de transporte de elétrons e da biossintese de ATP, na linhagem
celular de fibroblastos de pulméo humano (MRC-5) tratados com H,0,. Os resultados
demonstraram que o principal macronutriente presente tanto na casca quanto na polpa
da jabuticaba sdo carboidratos. A casca apresentou maior contetudo de fibras totais em
relacdo a polpa. Além disso, os compostos fendlicos apresentaram-se em maior
qguantidade na casca da jabuticaba, sendo que a maior parte destes compostos
encontrados na casca sdo antocianinas. A andlise de espectrometria de massas do ECJ
permitiu a identificacdo de cianidina-3-O-glicosideo, canferol, &cido hexadecandico e
acido octadecanoico. O ECJ apresentou atividade antioxidante in vitro nos dois ensaios
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Resumo

utilizados. Nas células MRC-5 o ECJ foi capaz de evitar significativamente a
diminuicdo da atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons e atenuou a
diminuicdo na biossintese de ATP induzida pelo H,O,. Concomitantemente, o ECJ foi
capaz de minimizar o aumento da peroxidacdo lipidica, os niveis de 6xido nitrico e a
perda da viabilidade induzida pelo H,O; nas células MRC-5. Estes dados mostram, pela
primeira vez, a capacidade do ECJ em reduzir danos oxidativos/nitrosativos via
modulacéo da funcdo mitocondrial em células de mamiferos. Além disso, esses achados
representam um avanco em relacdo ao entendimento dos mecanismos de acdo dos
compostos fendlicos e colaboram como uma alternativa para o desenvolvimento de
possiveis tratamentos de doencas que apresentam a disfuncdo mitocondrial e o estresse

oxidativo/nitrosativo em sua fisiopatologia.

Palavras-chave: Jabuticaba, Plinia trunciflora, compostos fendlicos, antioxidantes,

mitocondria
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ABSTRACT

Jaboticaba (Plinia sp.), a native fruit from Brazil, has attracted scientific
interest due to its phytonutrient content and potential health benefits, and therefore it
has being considered a functional food. Studies have shown that jaboticaba is a rich
source of phenolic compounds, mainly anthocyanins and flavonols. Phenolic
compounds are natural products that hold important biological activities and have been
reported to reduce the incidence of disease associated with oxidative and nitrosative
stress in their pathophysiology, such as cardiovascular diseases, diabetes and cancer.
Recent studies have shown that mitochondrial dysfunction is a key factor in
development and progression of oxidative and nitrosative stress. Moreover, studies have
observed the ability of phenolic compounds to modulate mitochondrial function. Thus
the aim of this study was to evaluate the macronutrient composition, the total phenolic
content and anthocyanins content in jaboticaba (P. trunciflora) peel and pulp.
Simultaneously, it was determined the chemical composition of the jaboticaba peel
extract (JPE) by mass spectrometry, and its in vitro antioxidant activity through the
DPPH" and ABTS™ assays. The ability of JPE to reduce oxidative/nitrosative stress and
modulate mitochondrial function, assessed by complex | activity and ATP biossintesis,
in human lung fibroblasts cells (MRC 5) challenged with H,O, were also determined.
Results evidenced that the majority of macronutrients present in both peel and pulp are
carbohydrates. Jaboticaba peel showed higher fiber content than the pulp. Phenolic
compounds are also present in higher quantity in the peel, and almost all phenolic
compounds present in the peel are anthocyanins. Mass spectrometry analysis of the JPE
allowed the identification of cyanidin-3-O-glucoside, kaempferol, hexadecanoic acid
and octadecanoic acid compounds. The JPE presented in vitro antioxidant activity,
through DPPH" and ABTS™ assays. In MRC-5 cells, JPE was able to prevent the
decrease in complex | activity and attenuated the decrease in ATP levels induced by
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Abstract

H.0,. The ECJ was also able to minimize the increased in lipid peroxidation and nitric
oxide levels, and prevented the cell viability loss induced by H,0,. These results show
for the first time, the ability of JPE to reduce oxidative/nitrosativos damage via
modulation of mitochondrial function in mammalian cells. Furthermore, these findings
represent an advance over the understanding of the mechanisms of action of phenolic
compounds and collaborate as an alternative for the development of potential treatments
for diseases with mitochondrial dysfunction and oxidative/nitrosative stress in their

pathophysiology.

Keywords: Jaboticaba, Plinia trunciflora, phenolic compounds, antioxidants,

mitochondria
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1. INTRODUCAO

A Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel, assim como a Plinia cauliflora (Mart.)
Kausel e a Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel, sdo espécies de jabuticabeiras que
apresentam distribuicdo natural e sdo cultivadas no Brasil. Essas trés espécies, que
pertencem a familia Myrtaceae, tém ocorréncia principalmente no sul e sudeste do Pais
e apresentam caracteristicas muito semelhantes entre si (Lorenzi et al., 2000; Sobral et
al., 2012). Os frutos destas espécies, denominados jabuticaba, crescem diretamente no
tronco e galhos principais da arvore e, quando maduros, apresentam casca de coloragao
roxa, quase negra, e polpa branca com sabor agridoce e textura gelatinosa. A jabuticaba
¢ muito consumida na forma in natura, entretanto, por ser muito perecivel, é
normalmente utilizada na fabricacdo de geleias, sucos, vinhos, licores e vinagres
(Wilbank et al., 1983). Na medicina tradicional, ha relatos do uso do cha de casca de P.
cauliflora para o tratamento de doengas como asma, angina, disenteria e infecgdes
cutaneas (Morton, 1987).

Nos ultimos anos, a jabuticaba (Plinia sp.) tem despertado grande interesse
cientifico em relacdo aos possiveis efeitos benéficos a salde e seu potencial como
alimento funcional. Esse interesse € devido, principalmente, aos fitonutrientes presentes
na fruta, em especial os compostos fendlicos. De fato, estudos ja demonstraram que a
jabuticaba, especificamente as espécies P. cauliflora e P. jabuticaba, apresenta
importante atividade biolégica, notadamente atividade antioxidante, a qual tem sido
atribuida principalmente aos flavonodis e antocianinas que estdo concentrados em sua
grande maioria na casca da fruta (Reynertson et al., 2006; Leite-Legatti et al., 2012; Wu
etal., 2012).

Os compostos fendlicos sdo produtos naturais largamente distribuidos em
frutas e vegetais e sdo, portanto, parte integrante da dieta humana (Del Rio et al., 2013).
Sdo conhecidos por apresentarem diversos efeitos bioldgicos, incluindo as atividades

1



1. Introducdo

anti-inflamatoria, antiaterogénica, vasodilatadora, antimicrobiana e, principalmente,
antioxidantes. Os compostos fendlicos podem exercer atividade antioxidante através da
reducdo direta de espécies reativas do oxigénio/nitrogénio (ERO/ERN), ou de forma
indireta, como por exemplo, através da modulacdo dos complexos transportadores de
elétrons da cadeia mitocondrial (Fraga et al., 2010; Sandoval-Acufia et al., 2014).

A mitocéndria é considerada a principal fonte intracelular de geracdo de ERO e
uma disfuncdo mitocondrial pode levar a um incremento na geracdo de ERO/ERN, com
consequentes danos as biomoléculas (Murphy, 2009). Recentemente, estudos tém
demonstrado a presenca de disfuncdo mitocondrial na fisiopatologia de doengas como
Parkinson, desordem bipolar, tumorigénese e progresséao e invasdo do cancer (Sharma et
al., 2011; Taddei et al., 2012; Subramaniam & Chesselet, 2013). Embora existam,
ainda, poucos estudos, aparentemente alguns compostos fendlicos, incluindo a
quercetina, a luteolina, o canferol, a cianidina-3-O-glicosideo e a delfinidina-3-O-
glicosideo, sdo capazes de interagir com os complexos transportadores de elétrons e,
assim, reduzir os danos oxidativos/nitrosativos (Sharma et al., 2011; Taddei et al., 2011;
Subramaniam & Chesselet, 2013; Scola et al., 2013; Carrasco-Pozo et al., 2012; Xie et
al., 2012). Desta forma, considerando este contexto, a identificacdo de compostos
fenolicos presentes na P. trunciflora, espécie de jabuticaba até entdo menos estudada, e
0 estudo de seu efeito/mecanismo antioxidante pode contribuir para o entendimento do
mecanismo de acdo de compostos fenolicos, colaborando para a definicdo de novas

estratégias terapéuticas para o tratamento destas doencas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estresse Oxidativo e Nitrosativo

Em organismos aerdbicos cerca de 85 a 90% do oxigénio celular € consumido
pelas mitocéndrias para a producao de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP).
Em consequéncia do metabolismo aerdbico, sdo formados, como subprodutos, os radicais
livres (RL) (Figura 1) (Buonocore et al., 2010; Pamplona & Constantini, 2011). Um RL €
definido como um atomo, uma molécula ou um ion que apresenta pelo menos um elétron
ndo emparelhado na camada de valéncia. Em virtude disso, os RL sdo altamente instaveis
e apresentam capacidade de reagir com outras moléculas, ou seja, um RL pode receber
elétrons, oxidando um &tomo/molécula ou doar um elétron reduzindo, assim, um
elemento (Ferrari et al., 2011). Os RL podem ser derivados do oxigénio ou do nitrogénio,
compondo, dessa forma, as ERO ou as ERN, respectivamente. As ERO/ERN
compreendem moléculas também derivadas do oxigénio ou do nitrogénio que néo
apresentam elétrons ndo emparelhados, mas que sdao da mesma forma altamente reativas e
capazes de gerar outras ERO/ERN (Carocho & Ferreira, 2013).

As ERO incluem radicais livres como superoxido (O;"), hidroxil (HO"), alcoxil
(RO") e peroxil (RO, juntamente com espécies ndo radicalares, como o peréxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singlet (*O,), o 4cido hipocloroso (HOCI) e o 0zénio (Os).
Dentre as ERN estdo o 6xido nitrico (ON’) e o anion peroxinitrito (ONOQ") (L et al.,
2010).

A reducdo do O, é um dos principais mecanismos de formacdo de ERO. O
produto inicial é 0 O,", o qual resulta da adi¢do de um simples elétron a molécula de O,.
O 0O," formado pode ser rapidamente degradado pela enzima antioxidante superdéxido

dismutase (SOD), gerando H,0O, e O,. O H,0,, por sua vez, pode ser decomposto pelas



2. Revisado da Literatura

enzimas catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx) a H,O e O, ou, por outro lado,
ser convertido no radical HO', na presenca de metais de transi¢ao reduzidos, como o ferro
(Fe*?), através da reacdo de Fenton (Figura 1) (Trachootham et al., 2008; Hekimi et al.

2011).

H*
H* H* Espaco
Intermembrana

______

|\[\Membrana
Interna

NADH NAD*
,X ATP
e N 0, o — 9N - onoo
| Ciclodo
Acido
. Tricarboxilico soD
\\ //
Catalase GPx H,0

H,0 + 0, < =atalase Ho2

L GSH GSSG
e Fer
HO

Figura 1. Cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial, geracdo de ERO e ERN e defesas
antioxidantes. A CTE é constituida por quatro complexos protéicos (I-1V) e pela ATP sintase (V)
localizados na membrana interna da mitocondria. O complexo | oxida o0 NADH a NAD" e o
complexo Il converte o FADH a FAD, ambos gerados no ciclo dos acidos tricarboxilicos. Os
prétons (H*) atravessam a membrana mitocondrial interna através dos complexos I, Il e IV (setas
em preto), formando um gradiente eletroquimico. Os elétrons entregues nos complexos | e Il sdo
transferidos a coenzima Q (ubiquinona) e, subsequentemente, transferidos ao complexo I,
citocromo ¢ (Cit c) e, finalmente, ao complexo IV (o fluxo de elétrons através da cadeia esta
representado pela linha tracejada em vermelho). Do complexo IV, os elétrons sdo transferidos ao
O, que juntamente com H" forma H,O. No complexo V, o gradiente de prétons formado
impulsiona a geracdo de ATP. Elétrons do complexo I e 111 podem reagir com o O, formando O,".
A enzima antioxidante SOD, presente na matriz mitocondrial, degrada o O," a H,O, que, por sua
vez, pode difundir através das membranas mitocondriais e ser decomposto pela enzima CAT ou
pela GPx a H,O e O,. Alternativamente, o O," pode reagir com o ON’ formando o ONOO" ou,
através da reacdo de Fenton, reagir com metais de transicdo, como o Fe?*, formando HO". Fonte:

adaptado de Pamplona & Constanti, 2011.
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A maior fonte enddgena de geracdo de ERO é a mitocondria, onde o O, é
formado a partir do escape de elétrons da cadeia de transporte de elétrons (CTE),
principalmente nos complexos | (NADH:ubiquinona redutase) e Il (Citocromo-c
redutase) da CTE (Kussmaul & Hirst, 2006; Rigoulet et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que a diminuicdo da atividade dos complexos | e 11l leva a um aumento na
geracdo de O, (Carrasco-Pozo et al., 2011; Carrasco-Pozo et al., 2012; Sandoval-Acufia
et al., 2014) (Figura 1). Outras fontes enddgenas de geracdo de ERO sdo as enzimas
microssomais, como citocromo P450, e 0 metabolismo de lipideos nos peroxissomos, 0s
quais geram principalmente H,O,. Células fagocitarias do sistema imune, como
neutrofilos e macréfagos, apresentam um mecanismo de defesa contra micro-organismos
invasores que utiliza ERO formadas através da ativacdo da enzima NADPH oxidase
presente na membrana dessas células. Outras enzimas capazes de gerar ERO incluem a
citocromo-c oxidase e a xantina oxidase (Trachootham et al., 2008). Além disso, 0 ON’ é
formado através de isoformas especificas da enzima oxido nitrico sintase (ONS), as quais
incluem as isoformas mitocondrial (MtNOS), neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e a
induzivel (iNOS). O ON’ formado a partir destas isoenzimas pode levar a geracdo de
ONOQO/, através da reacdo com o O,". No entanto, a principal via metabélica do ON’
envolve sua oxidacdo rapida a 6xidos de nitrogénio superiores, como nitrito (NO;) e
nitrato (NO3") (Brown & Borutaite, 2004).

Além da geracdo enddgena continua de ERO/ERN, existem fatores externos que
podem induzir a formacdo intracelular destas moléculas. Fontes exdgenas incluem
irradiagdo (ultravioleta, raios-X e gama), poluentes atmosféricos, como dioxido de
nitrogénio (NO,), farmacos e seus metabdlitos, constituintes do tabaco, etanol e
pesticidas (Figura 2) (Lobo et al., 2010).

Em condigdes fisioldgicas normais, as células sdo capazes de manter a

homeostase do seu estado redox através da geracdo e eliminagdo de ERO/ERN.
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Além disso, diversas evidéncias demonstram que ERO/ERN atuam na sinalizacéo celular
em varios processos fisioldgicos normais, tais como regulagdo da proliferacdo e de
sobrevivéncia celular (Ma, 2010).

Uma disfuncdo nos mecanismos que mantém o equilibrio entre a producéo e a
eliminacdo de ERO/ERN pode levar a altera¢Bes do estado redox da célula. Um aumento
na formagdo de ERO/ERN ou uma diminuigdo da capacidade da célula de eliminar essas
moléculas devido a estimulos exdgenos ou alteragdes metabolicas endégenas pode levar a
um distarbio da homeostase redox, conduzindo a um estado de estresse
oxidativo/nitrosativo (Figura 2). Quando as células se encontram em um estado de
estresse oxidativo/nitrosativo, o0 excesso de ERO/ERN pode reagir com biomoléculas,
como lipideos, proteinas e 0 DNA, resultando em danos oxidativos severos (Trachootham

et al., 2008).

Mitocondria
Peroxissomos
Citocromo P450
NADPH oxidase
Oxido nitrico sintase

Estresse Oxidativo
Dano celular
Vias de sinalizagio
especificas

ON Homeostase
@ HO’ Crescunento ¢

metabolismo normais

Funcoes Reduzidas

Fatores Exogenos Diminuigio da

Radiacao (UV, raios-X)
Poluentes atmostéricos

ativacilo do sistema de

defesas e resposta
Farmacos proliferativa
Constitumtes do tabaco
Etanol

Pesticidas

Figura 2. Efeitos biologicos das ERO/ERN. A producdo de ERO/ERN deriva do
metabolismo normal e de processos enddgenos ou é estimulada por agentes exdgenos.
As ERO/ERN, quando em concentragdes fisioldgicas, sdo necessarias para a fungédo
normal das células, enquanto que o excesso de producdo de ERO/ERN conduz ao
estresse oxidativo, que contribui para o envelhecimento e desenvolvimento de doencas.
Fonte: adaptado de Ma, 2010.
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Os lipidios sdo as moléculas mais suscetiveis & modificagdo oxidativa. A
peroxidacdo lipidica € iniciada através da reacdo de um radical livre com a cadeia lateral
de um &cido graxo, removendo um atomo de hidrogénio de um carbono metilico. Quanto
mais ligagOes duplas estiverem presentes nas moléculas de acidos graxos, mais facil de
remover dtomos de hidrogénio e, consequentemente, formar um radical, o que faz com
que os acidos graxos monoinsaturados e saturados sejam mais resistentes a acdo dos RL
do que os &cidos graxos poli-insaturados. A peroxidacdo lipidica gera radicais que podem
reagir com moléculas lipidicas subsequentes e propagar uma rea¢do em cadeia que, como
resultado, produz aldeidos, incluindo o malondialdeido e o 4-hidroxi-2-nonenal (Ogino &
Wang, 2007; Mangialasche et al., 2009).

A oxidacdo de proteinas pode ocorrer de trés diferentes formas: pela
modificacdo oxidativa de um aminoacido especifico, clivagem peptidica mediada por
espécies reativas e formacdo de ligacGes cruzadas das proteinas com produtos da
peroxidacdo lipidica. Os danos oxidativos a proteinas podem afetar a fungdo de
receptores, enzimas, anticorpos e proteinas de transporte (Dalle-Donne et al., 2003;
Mangialasche et al. 2009).

O dano induzido pelos radicais livres ao DNA pode causar alteragdes como a
producdo de sitios de base livre, dele¢cdes, modificacdo de bases, frameshift, quebras de
cadeias, cross-links e rearranjos cromossomais. A oxidacdo do DNA pode produzir
mutacdes e prejudicar vias de transcri¢do e traducdo, comprometendo, assim, a sintese de
proteinas (Carocho & Ferreira, 2013).

O estresse oxidativo/nitrosativo e os danos a biomoléculas por ele causados vém
sendo largamente associados a fisiopatologia de diversas doencas, tais como cancer,
doencgas cardiovasculares, como aterosclerose e acidente vascular cerebral, hipertensao
arterial, inflamacao, diabetes mellitus, obesidade, desordens neuroldgicas e as doencas de

Alzheimer e Parkinson (Valko et al., 2007).
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2.2 Antioxidantes

Um antioxidante é definido com uma molécula que, quando presente em baixas
concentragfes quando comparado com aquelas do substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidacdo do substrato ou pode ser definida ainda como uma
molécula que retarda, impede ou elimina os danos oxidativos a uma molécula-alvo
(Halliwell, 2007; Khlebnikov et al., 2007).

Os organismos aerébios desenvolveram diversas formas de defesas antioxidantes
numa tentativa de minimizar os danos oxidativos. Essas defesas antioxidantes podem ser
divididas em dois grandes grupos: as enzimaticas e as nao-enzimaticas. Fazem parte das
defesas antioxidantes enzimaticas a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a
superoxido dismutase (SOD). A enzima GPx atua doando elétrons para reduzir peréxidos,
a Cat converte o H,O, em agua e O; e, por fim, a SOD converte 0 O," em H,0,, 0 qual se
torna substrato para a enzima CAT ou da GPx. Essas trés enzimas, GPx, CAT e SOD,
atuam como uma linha primaria de defesa antioxidante. A linha de defesa antioxidante
secundaria € composta por outras enzimas como a glutationa redutase (GSR), a qual
converte a glutationa de sua forma oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH) e a
glicose-6-fosfato desidrogenase, que regenera o NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) para manter um ambiente redutor (Tabela 1) (Rahman, 2007;
Carocho & Ferreira, 2013).

Apesar de serem eficientes, as defesas antioxidantes enddgenas muitas vezes nao
sdo suficientes, fazendo com que a participacdo de antioxidantes obtidos através da dieta
seja importante para a manutencdo do equilibrio redox. Dentre os antioxidantes néo
enzimaticos destacam-se principalmente as vitaminas C e E, os carotenoides, como o f-
caroteno e os compostos fenolicos (Tabela 1) (Bouayed & Bohn, 2010; Carocho &

Ferreira, 2013).
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Tabela 1. Principais componentes do sistema de defesa antioxidante.

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Classes Exemplos

Glutationa peroxidase (GPx)
Superdxido dismutase (SOD)
Catalase (CAT)

Defesas enzimaticas
primarias

Glutationa redutase (GSR)

Defesas enzimaticas Glicose-6-fosfato desidrogenase

secundarias

ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS

Classes Exemplos

Vitamina C (&cido ascérbico)

Vitaminas Vitamina E (a-tocoferol)
Carotenoides B-caroteno
Licopeno
Flavonois

Compostos fendlicos o
Antocianinas

Outros: Glutationa (GSH) e NADPH
Fonte: adaptado de Bouayed & Bohn, 2010.

2.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos principalmente
por plantas e constituem-se num dos mais numerosos grupos de produtos naturais
amplamente distribuidos no reino vegetal (Tsao, 2010). Esses compostos sdo sintetizados,
em parte, como uma resposta ao estresse ambiental e fisiologico, tais como a acdo de
agentes patogénicos, ataque de insetos e radiacdo ultravioleta. Participam ainda de
processos germinativos de sementes, bem como do desenvolvimento e reproducdo das

plantas (Treutter, 2006).
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A maior parte dos compostos fendlicos é sintetizada a partir de duas vias metabolicas
principais. Uma delas é a via do &cido chiquimico, onde sdo formados principalmente
fenilpropanoides, e a outra, a via do acido acético, na qual sdo produzidos principalmente
fenois simples (Giada, 2013). Essas vias fornecem precursores que levam a elaboracédo de
milhares de compostos, 0s quais podem ser categorizados em diversas classes, como, por
exemplo, &cidos fendlicos, estilbenos, taninos e flavonoides, (Balasundram et al., 2006).

Os é&cidos fenolicos sdo constituidos de dois subgrupos, o0s &cidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. O grupo dos acidos hidroxibenzoicos inclui os
acidos galico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico, que apresentam
uma estrutura comum C6-C1. Os &cidos hidroxicindmicos, por outro lado, sdo compostos
aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos (C6-C3), sendo 0os mais comuns 0s
acidos cafeico, feralico, p-cumarico e sinapico (Balasundram et al., 2006; Russell &
Duthie, 2011).

Os taninos, compostos de peso molecular relativamente alto, constituem um dos
grupos mais importante de compostos fenolicos e podem ser subdivididos em taninos
hidrolisdveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico
(galotaninos e elagitaninos), enquanto que os taninos condensados, também conhecidos
como proantocianidinas, sdo polimeros formados pela ligacdo de dois ou mais
mondmeros de flavan-3-ol (Balasundram et al., 2006; Giada, 2013).

Os estilbenos, classificados como ndo flavonoides, apresentam uma estrutura C6-
C2-C6 e representam um componente alimentar extremamente menor. O principal
estilbeno conhecido é o resveratrol, que ocorre como isdémeros cis e trans, bem como
conjugados, incluindo o trans-resveratrol-3-O-glicosideo. Os vinhos tintos representam
uma fonte com diversidade de derivados de estilbenos (Del Rio et al., 2013).

Por sua vez, o grupo dos flavonoides engloba pelo menos 6000 moléculas, sendo

um dos maiores e mais estudados grupos de compostos fendlicos. Os flavonoides séo
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compostos de baixo peso molecular, contendo quinze atomos de carbono dispostos na
configuracdo C6-C3-C6 (Hichri et al., 2011). Essencialmente, essa estrutura é composta
por dois anéis aromaticos A e B, contendo um ou mais grupos hidroxila ligados, unidos
por uma ponte de trés carbonos, geralmente sob a forma de um anel heterociclico C
(Figura 3). Os flavonoides podem ocorrer em suas fontes naturais nas formas livre
(aglicona) ou na forma hidroxilada, metoxilada e/ou glicosilada. Este grupo € subdividido
basicamente em flavonas, flavonois, flavanonas, flavan-3-ois, isoflavonas, antocianinas e
chalconas (Tabela 2) (Balasundram et al., 2006; Tsao, 2010; Gonzalez-Paramas et al.,

2011).

Figura 3. Estrutura basica de um flavonoide. Fonte: adaptado de Del Rio et al., 2013.

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais amplamente distribuidos em
alimentos de origem vegetal, sendo, portanto, constituintes importantes da dieta humana.
Alimentos como cacau, café, cha verde, vinho e frutas, como as frutas vermelhas e as
frutas citricas, sdo particularmente ricos em flavonoides (Tsao, 2010; Del Rio et al.,
2013). Apresentando também um papel importante na aparéncia visual de alimentos, 0s
flavonoides funcionam como pigmentos, e sdo relevantes ainda para 0s sabores e aromas.
A concentracdo de flavonoides em alimentos pode variar em varias ordens de grandeza
devido a influéncia de varios fatores tais como o clima, a espécie, a variedade, o grau de

maturacao e o armazenamento pés-colheita (Tomas-Barberan & Espin, 2001).

11
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Tabela 2. Principais classes de flavonoides, suas estruturas basicas e principais
representantes de cada classe.

Classe Estrutura Basica Principais Compostos

O 0 g Apigenina e luteolina

Flavona |
O
Elavonol O o | O Quercetina, canferol e
o miricetina
O
© g Hesperidina e naringenina
Flavanona
O
Flavan-3-ol o O (Epi)catequina e
(Mondmeros) O (epi)gallocatequina
OH
(@]
Isoflavonas O Genisteina e daidzeina

e}

Cianidina, delfinidina,
malvidina, pelargonidina,
petunidina e peonidina

Antocianinas

Chalcona O

0

O+
N/

=]
O:QQ

Ploretina, arbutina e buteina

/

Fonte: adaptado de Gonzéalez-Paramas et al., 2011

12
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Dentro do grupo dos flavonoides, as antocianinas compreendem um importante
grupo de pigmentos sollveis em &gua, sendo responsaveis pela grande diversidade de
cores presentes em flores e frutas, variando desde tons de laranja e vermelho até roxo e
azul (Mazza, 2007). Estruturalmente, as antocianinas compreendem uma aglicona,
denominada antocianidina, ligada a uma ou mais unidades de agucar. As antocianinas
geralmente encontradas em frutos sdo glicosiladas na posicdo 3-OH (3-O-
monoglicosideos) e, em menor extensdao, em ambas as posi¢des 3 e 5-OH-OH (3,5-0O-

diglicosideos) (Figura 4) (Jaakola, 2013; Fernandes et al., 2014).

Antocianidinas R1 R2

OH Pelargonidina H H
@ Cianidina OH H
HO 0" .
A R, Delfinidina OH OH
C
= Peonidina OCHj3 H

OH
Petudinina OCHs; OH

Malvidina OCH; OCH;

Figura 4. Estruturas quimicas das principais agliconas (antocianidinas) de antocianinas.
Fonte: adaptado de Jaakola, 2013

OH

Apesar das antocianinas 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 sdo encontradas principalmente nas partes externas da
hipoderme (casca). Dentre as antocianinas conhecidas, a cianidina é a mais comumente
encontrada em frutas (Jaakola, 2013).

Os flavondis, outra classe de flavonoides, séo flavonas substituidas na posi¢éo C-3
por uma hidroxila. Esses compostos séo os flavonoides mais amplamente distribuidos em
alimentos, sendo componentes comuns de frutas, legumes e algumas bebidas e
apresentando cores que variam do branco ao amarelo. A maioria dos flavonois ocorre
naturalmente conjugados com um ou mais actcares Os flavondis mais encontrados em

13



2. Revisado da Literatura

alimentos séo o canferol, a quercetina e a miricetina (Figura 5) (Simdes et al., 2010).
Estes compostos acumulam-se principalmente nos tecidos externos (pele e folhas), em

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

Flavondéis R1 R2 R3

Canferol OH H OH

Quercetina OH OH OH

Miricetina OH OH OH

Figura 5. Estruturas quimicas dos flavondis e alguns representantes mais comuns.
Fonte: adaptado Simdes et al, 2010.

O estudo dos compostos fenolicos tem indicado uma variedade de propriedades
bioldgicas, tais como atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
cardioprotetora. Além disso, a alta ingestdo de frutas e verduras ricas em compostos
fendlicos tem sido associada a riscos reduzidos de doengas cronicas, incluindo cancer e
doencas cardiovasculares (Bouayed & Bohn, 2010; Boeing et al., 2012). Por outro lado,
0s compostos fenolicos sdo conhecidos também por agirem fatores antinutricionais, ou
seja, esses compostos apresentam capacidade de se ligarem a nutrientes como ferro e
zinco tornando esses minerais menos biodisponiveis para a absorcdo (Raes et al., 2014).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € a mais estudada delas, sendo
que a estrutura destes compostos € um fator determinante nessa atividade. O grau de
hidroxilacdo e as posi¢des dos grupos hidroxil (-OH) no anel B, em particular uma
estrutura orto-diidroxil do anel B (grupo catecol), resulta em maior atividade e a presenca
de grupos -OH nas posigdes 3°, 4’, ¢ 5° do anel B (um grupo de pirogalol) tem sido
associada a um aumento da atividade antioxidante dos flavonoides em comparagdo com

aqueles que tém um dnico grupo -OH. A ligacdo dupla entre C-2 e C-3, combinado com

14
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um 3-OH, no anel C, também melhora a capacidade dos flavonoides em reduzir radicais
livres (Figura 6) (Balasundram et al., 2006).

Portanto, os compostos fenolicos podem complementar e contribuir para as
fungbes de vitaminas e enzimas antioxidantes, como defesas contra o estresse

oxidativo/nitrosativo.

Figura 6. Caracteristicas estruturais que definem a acao antioxidante de flavonoides.
As areas destacadas mostram o0s trés critérios necessarios para a atividade
antioxidante maxima de flavonoides: um grupo catecol no anel B (3’- ¢ 4’- OH), a
ligagéo 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.

2.2.2 Metodologias para Avaliacdo de Compostos Fenolicos e Atividade

Antioxidante

Embora a determinacdo quantitativa de compostos fenolicos seja dificultada pela
sua complexidade e diversidade estrutural, varios métodos tém sido utilizados para
determinacéo do contetido destes compostos em extratos de plantas. Um dos ensaios mais
conhecidos para a determinagdo do contetdo de compostos fenolicos de extratos utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteu. A reacdo forma um cromoforo azul constituido por um
complexo fosfomolibdénio-fosfotungstico, onde a absor¢cdo maxima dos cromoforos

depende da solucdo alcalina e da concentracdo de compostos fenolicos e pode ser
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quantificado espectrofotometricamente a 765nm. Essa reacdo geralmente fornece dados
relativamente exatos e especificos para varios grupos de compostos fendlicos (Singleton
& Rossi, 1965; Blainski, Lopes, & Mello, 2013).

Considerando a alta complexidade envolvida na agdo antioxidante in vivo,
diversas metodologias in vitro tém sido empregadas para estimar, de forma experimental
simples, a capacidade antioxidante de compostos naturais e suas misturas. Dentre as
metodologias de determinacdo da atividade antioxidante in vitro, podem-se destacar 0s
ensaios de determinacdo da capacidade de reducdo dos radicais DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e ABTS™ (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), os quais
sdo radicais livres estaveis que apresentam coloracdo e tém sido amplamente empregados
para a avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais. O ensaio DPPH’ baseia-
se no principio de que o antioxidante é o doador de hidrogénio. O DPPH" é um ensaio
colorimétrico, no qual existe a mudanca da cor purpura para amarelo na presenca de
antioxidantes, a qual pode ser lida espectrofotometricamente a 517nm (Niki, 2010). Ja o
ensaio de ABTS™ envolve a oxidagdo inicial do 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato] para um radical cation intensamente colorido, 0 ABTS™, que na presenca de
antioxidantes, perde essa coloragdo. O ensaio de ABTS™ é muito utilizado para testar
extratos de alimentos, ja que o ABTS™ tem uma absor¢do maxima em 734 nm e a maioria
dos extratos de alimentos s&o altamente coloridos, mas no absorvem luz a 734 nm. E (til
ainda para sistemas aquosos ou lipofilicos (Re et al., 1999; Carocho & Ferreira, 2013).

A cultura de células tem sido frequentemente utilizada como modelo para elucidar
0S mecanismos subjacentes ao estresse oxidativo e também para avaliar os efeitos
protetores dos antioxidantes contra varios indutores de estresse oxidativo. A vantagem da
utilizacdo de células em cultura ¢é a possibilidade de utilizar varios indutores de estresse e
diferentes tipos celulares para a avaliagdo do efeito antioxidante (Piga et al., 2010; Niki,

2010). Além disso, permite a elucidagdo de mecanismos de agdo de moléculas com
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possivel uso terapéutico, facilitando a anélise das propriedades bioldgicas e processos que
ndo seriam elucidados em ensaios quimicos (Zucco et al., 2004).

Linhagens celulares, como por exemplo, os fibroblastos isolados de pulméo
humano (MRC-5) (Figura 7), vém sendo largamente utilizadas no estudo de compostos
naturais. A linhagem MRC-5 cresce em cultura aderente e apresenta tempo de duplicacéo
de populacdo de cerca de 24 horas e pode duplicar o tamanho da populagéo entre 42 a 46

vezes antes do inicio da senescéncia (Jacobs et al., 1970).

Designation:  MRC-5

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Figura 7. Microscopia da linhagem de fibroblastos de pulm&o humano
(MRC-5) com baixa densidade (A) e alta densidade (B) de crescimento.
Fonte: adaptado de American Type Culture Colection (ATCC).

Os efeitos dos antioxidantes podem ser observados em cultura de células através
da avaliagdo da supressdo da formacdo de ERO/ERN, dos niveis de oxidacdo de lipidios e
proteinas, danos ao DNA, e também através da determinacdo da viabilidade celular.

A viabilidade celular tem sido amplamente avaliada através do ensaio de MTT
((3 - [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio). O MTT é um sal de tetrazélio solGvel
em 4agua, que é convertido através da clivagem do anel tetrazélio para cristais de
formazan de cor parpura. O MTT pode ser reduzido por desidrogenases e agentes

redutores presentes, principalmente, nas mitocondrias de células metabolicamente ativas.
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Portanto, o acimulo de cristais de formazan intracelular é diretamente proporcional a
viabilidade celular e pode ser considerado um marcador indireto da fungdo mitoncondrial
(Fotakis & Timbrell, 2006).

Outro ensaio que tem sido empregado para a determinacao da viabilidade celular é
a coloragdo de trypan blue. O trypan blue é um corante diaz6ico que tem sido largamente
utilizado para corar seletivamente tecidos ou células mortas. O mecanismo de coloragdo
com trypan blue é baseado na caracteristica deste composto em ndo interagir com as
células a menos que a membrana plasmatica esteja danificada. Portanto, todas as células
com membrana plasmaética integra sdo capazes de evitar a entrada do corante e sdo, desta
forma, consideradas viaveis. Por outro lado, nas células danificadas, a permeabilidade da
membrana plasmatica é alterada levando a um distirbio da homeostase e,
consequentemente, a morte celular. O dano a membrana plasmatica leva a formagéo de
poros que permitem a entrada do corante. Desta forma, as células sdo coradas com uma
cor azul caracteristica, a qual € facilmente observada sob um microscopio optico (Tran et
al., 2011).

Os niveis de ON’ podem ser quantificados em células de mamiferos de forma
indireta pela determinacédo de seu produto de decomposicdo, o0 NO;', através da reagdo de
Griess. Essa reacdo é composta por duas etapas nas quais o agente nitrosante triéxido de
dinitrogénio (NO3), gerado a partir da acidificacdo do NO;™ ou pela autoxidacdo do ON’,
reage com a sulfanilamida formando um ion diazénio que, por sua vez, interage com o N-
(1-naftil) etilenodiamina para formar um cromoéforo diazo colorido que apresenta
absorcéo em 550 nm (Bryan & Grisham, 2007).

A quantificacdo dos produtos finais da peroxidacdo lipidica, como
hidrocarbonetos (etano e pentano) e aldeidos (malondialdeido), pelo método de TBARS
(Substancias Reativas do Acido Tiobarbiturico), que mensura os produtos capazes de

reagir com o acido tiobarbitdrico, € um importante indicador de niveis de danos
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oxidativos aos lipideos e pode ser utilizado como marcador de estresse oxidativo em

cultura de células de mamiferos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

2.3 Pliniasp.

2.3.1 Descricédo Botanica

A Plinia sp., conhecida popularmente como jabuticabeira, € uma arvore frutifera
nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae. Esta familia compreende cerca de
4.620 espécies distribuidas em 140 géneros, com ocorréncia em regibes tropicais e
subtropicais do mundo, principalmente na Austrdlia e América Central e do Sul
(Mabberly, 1997; Sobral et al., 2012). Fazem parte desta familia, por exemplo, plantas
dos géneros Psidium, Eugenia e Plinia, aos quais pertencem arvores frutiferas de grande
importancia, como a goiaba (Psidium guajava), a pitanga (Eugenia uniflora) e também a
jabuticaba (Plinia sp.). Sdo conhecidas, dentro do género Plinia sp., cerca de nove
espécies de jabuticaba, das quais apenas trés tem distribuicdo natural e sdo cultivadas no
Brasil, sendo elas a Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel (sindbnimo de Myrciaria
trunciflora Mart. (O. Berg), conhecida como jabuticaba de cabinho; a Plinia cauliflora
(DC.) Berg, conhecida como jabuticaba paulista, ponhema ou assu; e a Plinia jaboticaba
(Vell.) Berg, conhecida como sabara. As duas Ultimas espécies, P. cauliflora e P.
jabuticaba, sdo as mais importantes do ponto de vista comercial, sendo que a P.
jabuticaba ocupa a maior area de cultivo entre todas as espécies do pais (Mattos, 1983).

Estas trés espécies de jabuticaba cultivadas no Brasil compartilham entre si
caracteristicas muito semelhantes, o que leva a certa dificuldade em relacdo a
identificacdo botanica. Em geral, Plinia sp. apresenta-se como uma arvore de tamanho
médio, que comumente atinge entre 4 a 7 metros de altura, podendo chegar até 12 metros.

Forma copa com grande nimero de ramificagdes que se iniciam perto do chdo e se
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inclinam para cima e para fora (Figura 8). As folhas da planta s&o opostas, lanceoladas ou
elipticas, arredondadas na base e pontudas no &pice (Figura 9A). O tronco ¢é liso, com

cerca de 30 a 40 cm de didmetro, e a casca descama anualmente (Morton, 1987).

Flgura 8. Imagem de uma Jabutlcabelra (Pllnla sp)
Fonte: arquivo pessoal do autor.

Flgura9 Folhas (A) flores (B e frutos . tlcabas) (C) de Plinia sp. Fonte: arquivo
pessoal do autor.
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As frutas, que também sdo muito similares entre as trés espécies, conhecidas
comumente como jabuticabas (do tupi,“iapoti’kaba”, que significa “fruta em botao”),
apresentam-se em forma de bagas globulares, com casca espessa, de coloragdo roxa,
quase negra, que cobre uma polpa branca, de sabor agridoce e textura gelatinosa, a qual
pode conter entre 1 e 4 sementes (Meletti, 2000). As flores e frutos (Figura 9B e C)
nascem diretamente no tronco e nos galhos principais da arvore, o que confere uma
aparéncia distinta a planta. As jabuticabeiras frutificam em abundancia uma ou duas
vezes ao ano, entre agosto e setembro e janeiro e fevereiro (podem ocorrer variagdes nos
periodos de frutificacdo, dependendo da espécie e do clima) e seus frutos amadurecem
rapidamente, completando seu desenvolvimento entre 40 a 46 dias (Gomes, 1980;

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

2.3.2 Producao Comercial

A produgdo comercial de jabuticabas no Brasil, embora em crescimento, ainda é
pequena e limitada a algumas regides, principalmente Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais, e por isso, ha poucas informag6es sobre sua producdo e comercializa¢do (Sato &
Cunha, 2007; Citadin et al., 2010). A informacdo mais recente reporta que em 2008
foram comercializadas aproximadamente 2.000 toneladas de jabuticabas na Companhia
de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo (CEAGESP) e nos CEASAS de Curitiba
e Belo Horizonte (Citadin et al., 2010).

Apesar de produzir um grande ndmero de frutas em uma Unica arvore, entre 50 e
200 quilos por planta, depois de colhida a jabuticaba € muito perecivel, apresentando uma
vida util de cerca de trés dias. Isso ocorre, provavelmente, em decorréncia do elevado teor
de agua e acucares (Brunini et al., 2004; Balerdi et al., 2006). Em consequéncia disso, a
fruta é geralmente utilizada na fabricacdo de geleias, sucos, vinhos, licores e vinagres

(Wilbank et al., 1983).

21



2. Revisado da Literatura

2.3.3 Composicao Nutricional, Fitoquimica e Atividade Bioldgica

Os frutos frescos de Plinia sp. apresentam uma grande variedade de nutrientes
como carboidratos, sais minerais, aminoacidos e vitaminas. As frutas sdo ricas em calcio,
ferro, potéassio e especialmente fosforo. Além disso, o acido ascorbico (vitamina C), um
antioxidante hidrofilico, estd presente em quantidades importantes na polpa da fruta,
como mostra a Tabela 3 (Lorenzi et al., 2000; Oliveira et al., 2003; Rufino et al. 2011).

Existem alguns relatos do uso empirico da jabuticaba, como a utilizagdo do cha da
casca da P. cauliflora no tratamento da asma, anginas, disenterias e infeccdes cutaneas

(Meletti, 2000).

Tabela 3. Composicdo centesimal de jabuticaba crua
(P. cauliflora) por 100 gramas de parte comestivel.

Nutrientes Quantidade/100g
Calorias (Kcal) 58
Proteina () 0,6
Lipideos (g) 0,1
Carboidratos (g) 15,3
Fibra alimentar (g) 2,3
Umidade (%) 83,6
Cinzas (g) 0,4
Célcio (mg) 8
Ferro (mg) 0,1
Fésforo (mg) 15
Potéssio (mg) 130
Vitamina C (mg) 16,2

Fonte: adaptado da tabela brasileira de composicdo de
alimentos (TACO). NEPA — UNICAMP. 42 Ed. rev. e
ampl. 2011.
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Nos Ultimos anos o interesse cientifico no estudo da jabuticaba (Plinia sp.)
cresceu substancialmente se considerado o nimero de novas publicagdes, principalmente
em relagdo a sua composicdo quimica e as atividades bioldgicas (Wu et al., 2013).
Entretanto, estes estudos tém se focado principalmente nas espécies P. cauliflora e P.
jabuticaba, em fungdo de serem as espécies com maior producdo e comercializagdo no
Brasil. Isso faz com que existam poucos estudos em relacdo a caracterizacdo quimica e
atividades bioldgicas da P. trunciflora.

Os estudos realizados com P. cauliflora e P. jaboticaba demonstram que estas
espécies de jabuticaba, de forma semelhante a outras frutas de cor escura, como o mirtilo
e a uva, por exemplo, sdo ricas em compostos fendlicos, sendo que a maior parte destes
compostos encontra-se concentrada na casca (Santos et al., 2010; Abe et al., 2012;
Santacruz et al., 2012; Wu et al., 2012).

No extrato metandlico da jabuticaba (P. cauliflora) liofilizada, foram
identificados cerca de 22 compostos fendlicos incluindo acido galico, acido elagico, acido
cindmico,  isoquercitrina,  quercetina,  rutina, jabuticabina  (metil  2-[(3,4-
diidroxibenzoiloxi)-4,6-diidroxifenil]acetato,1), além de antocianinas, como delfinidina-
3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012).
Além disso, Santacruz et al. (2012) também identificaram a presenca das antocianinas
delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo no extrato metandlico da casca da
mesma espécie de jabuticaba.

Quando comparado o perfil fendélico de P jaboticaba (Vell.) Berg e de P
cauliflora (Mart.) O. Berg, foi demonstrado que existe diferenca na composicdo fendlica
entre as duas espécies, sendo que o extrato metanolico da casca de P. cauliflora
apresentou maior conteddo de antocianinas e derivados de quercetina quando comparado
com o extrato metandlico de P. jabuticaba, o qual apresentou maior quantidade de
proantocianidinas. Entretanto, ndo foi observada diferenca no contetdo de &cido elagico

entre as duas espécies. Foi observada ainda diferenga na composic¢do fitoquimica em
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relacdo ao periodo de maturacdo da fruta (P. jabuticaba), sendo que a quantidade de
antocianinas aumenta na casca conforme aumenta o grau de maturacdo. J& o contedo de
proantocianidinas e &cido elagico cai conforme aumenta o indice de maturacdo da fruta.
Em relacdo aos derivados de quercetina, ndo foram observadas grandes variacfes durante
0 amadurecimento (Abe et al., 2011; Alezandro et al., 2013).

O depsideo denominado jaboticabina foi identificado pela primeira vez no
extrato metanolico de P. cauliflora, juntamente com o depsideo &cido 2-O-(3,4-
dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético (Figura 10) (Reynertson et al., 2006). Os
depsideos sdo compostos fendlicos formados por grupos aroméaticos monociclicos unidos
por ligacOes ésteres. Originalmente encontrados nos liquens, esses compostos foram
recentemente identificados em plantas superiores, incluindo Inga laurina (inga-mirim) e
Origanum dictamnus (orégano) (Lokvam et al., 2007; Chatzopoulou et al., 2010). Os dois
depsideos encontrados na jabuticaba apresentaram capacidade de inibir em 47,3% e
70,3%, respectivamente, a producdo de interleucina-8 na linhagem de células epiteliais de
vias aéreas (SEA) expostas a um extrato de cigarro, sugerindo uma atividade anti-
inflamatoria e um possivel papel terapéutico para o tratamento da doenca pulmonar
obstrutiva crbnica (DPOC). Além disso, as antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo também apresentaram a mesma capacidade de inibicdo da
producédo de interleucina-8, em 96% e 36,4%, respectivamente. Essa interleucina é uma
citocina implicada em alguns cénceres e em uma variedade de condi¢des inflamatorias,
como artrite reumatoide e doengas do cardiacas e pulmonares (Reynertson et al., 2006).
A jabuticabina, o &cido 2-O-(3,4-dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético e a
delfinidina-3-glicosideo apresentaram ainda citotoxicidade em trés linhagens humanas de
cancer de colon (HT29, HCT116 e SW480). A citotoxicidade destes trés compostos foi
muito semelhante ao composto 5-fluoracil, um farmaco utilizado no tratamento de cancer,
sendo que esses compostos apresentaram valores de ICsp de 65, 30 e 20uM,

respectivamente (Reynertson et al., 2006).
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Figura 10. Estrutrura quimica dos depsideos jabuticabina (metil 2-[(3,4-
diidroxibenzoiloxi)-4,6-diidroxifenil] — acetato) (1) e 4acido 2-O-(3,4-
dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxiphenil acético) (2). Fonte: adaptado de
Reynertson et al., 2006.

Outro estudo com a espécie P. jabuticaba avaliou os extratos polar (etandlico) e
apolar (diclorometano) da casca liofilizada da fruta, em relacdo a sua atividade
antiproliferativa em dez diferentes linhagens de células tumorais humanas. Observou-se
que o extrato polar foi eficiente em inibir o crescimento apenas da linhagem de células de
leucemia (K-562), com uma concentracéo de 1,9ug/mL, enquanto que o extrato apolar foi
eficiente em inibir o crescimento tanto das células de leucemia quanto de células tumorais
de préstata (PC-3), com concentracdes de 15,8 e 13,8ug/mL, respectivamente. Estes
mesmos extratos ndo demonstraram citotoxicidade em uma linhagem ndo tumoral de
macaco (VERO). Além disso, a mutagenicidade e antimutagenicidade do extrato polar de
casca de P. jabuticaba foram avaliadas. Para isso, foi determinada a frequéncia de
micronucleos em células da medula 6ssea de camundongos que receberam 30, 100 e
300mg/kg de peso corporal de extrato por gavagem, durante 15 dias. Observou-se que o
extrato ndo induziu danos ao DNA, ou seja, ndo apresentou efeito mutagénico. Porém,
nédo foi capaz de reduzir os danos ao DNA induzidos pelo composto ciclofosfamida, ndo

apresentando, portanto, atividade antimutagénica (Leite-Legatti et al.; 2012).
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Apesar de alguns poucos estudos mostrarem atividades biologicas, como as
atividades antiproliferativa e anti-inflamatoria, para as espécies P. cauliflora e P.
jabuticaba, a principal atividade bioldgica ja estudada para estas duas espécies é a
atividade antioxidante. A atividade antioxidante in vitro da jabuticaba foi demonstrada
em diversos estudos, avaliada através de ensaios como DPPH’, ABTS", FRAP e
branqueamento do B-caroteno (Rufino et al., 2010; Santos et al., 2010; Leite et al., 2011;
Abe et al., 2011; Leite-Legatti et al.;2012; Wu et al., 2012). Além disso, a atividade
antioxidante in vivo de extratos da jabuticaba também foi relatada. Em estudo com ratos
foi avaliado o efeito da ingestdo de casca de jabuticaba liofilizada (P. jabuticaba), rica
em antocianinas (delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo), no potencial
antioxidante do plasma. Foi observado que a adigdo de 1 e 2% da mesma casca de
jabuticaba liofilizada na dieta normal de ratos saudaveis melhorou a sua capacidade
antioxidante sérica, avaliada através dos ensaios TEAC (trolox equivalence assay) e
ORAC (oxigen radical absrobance capacity). No entanto, observou-se uma queda nesta
mesma capacidade antioxidante com o aumento da concentracdo (3 e 4%) de casca
liofilizada oferecida aos ratos, o que pode ter ocorrido devido a uma sobrecarga de
antioxidantes, a qual impede que um estado oxidativo minimo necessario para a célula
seja mantido, sendo sugerido, portanto, que existe um limite inferior e superior para a
dose de compostos antioxidantes (Leite et al., 2011).

Em outro estudo foram avaliados pardmetros de estresse oxidativo e o perfil
lipidico de ratos diabéticos (modelo com estreptozotocina) que receberam, durante 40
dias, pé de jabuticaba (P. jabuticaba) na dose de 1 ou 2g/kg de peso. ApOs essa
suplementacéo, foi observada uma diminuicdo na peroxidacéo lipidica no plasma (22%) e
no cérebro (10-17%) destes ratos. Adicionalmente, a capacidade antioxidante plasmatica
destes ratos, avaliada através do ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma),
aumentou cerca de 2 vezes e 0s niveis de colesterol e de triglicerideos plasmaticos dos

ratos diabeticos diminuiram em 32% e 50%, respectivamente, ap6s os 40 dias de
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suplementacdo (Alezandro et al., 2013b). Além das atividades antioxidante,
antiproliferativa e anti-inflamatoria, outros estudos demonstram ainda a atividade
antimicrobiana e antifingica da jabuticaba. O extrato hidroalcodlico das folhas de P.
cauliflora apresentou efeito inibitério sobre o crescimento de Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, microrganismos formadores do biofilme
dental (Carvalho et al., 2009; Macedo-Costa et al., 2009). O éleo essencial de folhas de
P. trunciflora foi ativo contra as bactérias Gran-positivas Streptococcus equi e
Staphylococcus epidermis e contra as leveduras Candida sp. e Cryptococcus sp.(Lago et
al., 2011).

Na Tabela 4 estdo apresentadas, de forma resumida, as principais atividades
bioldgicas da jabuticaba ja estudadas. Pode-se observar que a P. jabuticaba foi a espécie
utilizada na maioria dos estudos e a principal parte da planta estudada foi a casca da fruta.
E importante notar também que a maior parte dos estudos encontrou resultados
consistentes e promissores no que diz respeito aos mais variadas efeitos bioldgicos,
principalmente em relagdo a atividade antioxidante, anti-hiperlipidémica, anti-diabética,
hepatoprotetora, antifingica e antibacteriana.

Considerando que ndo existem na literatura estudos que avaliem os compostos
fendlicos presentes nos frutos de P. trunciflora e sua atividade biolGgica, torna-se
interessante a investigacdo desta espécie, principalmente da casca da fruta, onde estéo
concentrados o0s principais compostos fenolicos, tanto no sentido de uma melhor
caracterizacdo das frutas, quanto para a melhor compreensédo das atividades biologicas,

principalmente atividade antioxidante.
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Tabela 4. Principais atividades bioldgicas relatadas na literatura para a jabuticaba.

A'_uv[dqdes Espécie Parte da planta ou Modelo de estudo Efeito observado Referéncias
bioldgicas compostos
Antibacteriana P. cauliflora Extrato da fruta e das folhas Linhagens bacterianas Atividade antibacteriana (Enterococcus faecalis, Souza-Moreira et

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

al., 2011

Antidiabética

P. jaboticaba

Extrato da fruta

Ratos obesos

Inibig¢do de a-amilase e a-glicosidase

Alezandro et al.,
2013

Antiflngica

P. trunciflora
e P. cauliflora

Extrato e 6leo essencial de
folhas

Linhagens de fungos

Inibi¢do do crescimento de fungos (Candida sp,
Cryptococcus sp e Saccharomyces sp.)

Lago et al., 2011
Oliveira et al.,
2011.

Anti-hiperlipidémica

P. jaboticaba

Extrato da fruta

Ratos diabéticos

Diminuicdo dos niveis de colesterol total e triglicerideos

Alezandro et al.,
2013

Anti-hiperlipidémica

P. jaboticaba

Farinha da casca

Ratos

Diminuicdo dos niveis de colesterol total e aumento do
colesterol HDL.

Fonseca et al.,
2014

Anti-inflamatéria

P. cauliflora

Jaboticabina, Cianidina-3-
glicosideo, Delfinidina-3-
glicosideo

Cultura de células do
epitélio respiratorio
(SAE)

Inibicdo da producéo de interleucina-8

Reynertson et
al., 2006

Antioxidante

P. jaboticaba

Casca liofilizada

Ratos

Aumento da capacidade antioxidante plasmatica

Leite et al., 2010

Antiproliferativa

P. jaboticaba

Extrato polar da casca (etanol

80%)
Extrato apolar da casca
(diclorometano)

Cultura de células
tumorais

Inibigdo do crescimento celular. O extrato apolar foi
efetivo na linhagem tumoral de préstata (PC-3). Extrato
polar foi efetivo em linhagem de leucemia (K-562).

Leite-Legatti et
al., 2012

Citotoxica

P. cauliflora

Jaboticabina, Cianidina-3-
glicosideo, Delfinidina-3-
glicosideo

Cultura de células
tumorais de célon (HT29,
HCT116, SW480

Efeito citotoxico para as linhagens testadas.

Reynertson et al.,
2006

Hepatoprotetora

P. jaboticaba

Farinha da casca

Ratos

Diminuicdo da atividade de enzimas hepaticas.
Diminuicdo da esteatose hepatica e da peroxidacdo
lipidica no figado.

Fonseca et al.,
2014

Melhora da
resisténcia a insulina

P. jaboticaba

Extrato da casca

Ratos obesos

Reducdo da resisténcia a insulina, evitando a
hiperinsulinemia. Aumento da concentracéo de colesterol
HDL.

Lenquiste et al,.
2012

Mutagénica/
antimutagénica

P. jaboticaba

Extrato da casca

Células da medula 6ssea
de camundongos

N&o mutagénico. N&o foi observado efeito
antimutagénico.

Leite-Legatti et
al., 2012

Fonte: adaptado de Wu et al., 2013.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo de macronutrientes, o
conteddo de compostos fendlicos totais e antocianinas da casca e da polpa de jabuticaba
(P. trunciflora). Paralelamente, determinou-se a composicdo quimica, a atividade
antioxidante in vitro e a capacidade do extrato aquoso de casca de jabuticaba (ECJ) em
reduzir o estresse oxidativo/nitrosativo e modular a fungdo mitocondrial na linhagem

celular de fibroblastos de pulm&o humano (MRC-5) tratadas com H,0,.

3.2  Objetivos Especificos

Determinar a composicdo de macronutrientes da casca e polpa de jabuticaba (P.
trunciflora)

e Determinar o contelldo de compostos fendlicos totais e antocianinas da casca e da
polpa de P. trunciflora.

e Determinar a composicdo quimica do ECJ através da analise de espectrometria de
massa com ionizagdo por electrospray (ESI-MS) e ESI acoplada a espectrometria
de massa em tandem (ESI-MS/MS).

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do ECJ, através da capacidade de reducéo
dos radicais DPPH" e ABTS™.

e Avaliar a viabilidade das células MRC-5 tratadas com o ECJ e peroxido de

hidrogénio (H,O,), através dos ensaios de MTT e coloragdo com trypan blue.
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e Auvaliar os niveis de estresse oxidativo nas células MRC-5 tratadas o ECJ e com
H,O,, através da determinacdo dos produtos da peroxidacdo lipidica utilizando a
metodologia de TBARS.

e Auvaliar os niveis de estresse nitrosativo nas células MRC-5 tratadas com o ECJ e
com H,0,, através da determinagédo do conteudo de 6xido nitrico.

e Avaliar a funcdo mitocondrial das células MRC-5 tratadas o ECJ e com H,0,
através da determinacdo da atividade do complexo | da cadeia de transporte de

elétrons mitocondrial e do contetido de ATP.
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4. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico
intitulado Jaboticaba (Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) fruit reduces oxidative
and nitrosative stress through the modulation of mitochondrial function in human

fibroblasts cells (MRC-5), o qual sera submetido a uma revista internacional.
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Abstract

Jaboticaba species (Plinia sp) have attracted attention because of their significant levels
of phenolic compounds, primarily anthocyanins and flavonols. Jaboticaba, termed the
Brazilian berry, has emerged as a new functional food with potential health benefits.
Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel is one of the main species of jaboticaba that is
naturally occurring and cultivated in Brazil. Thus, this study aimed to determine the
macronutrient and phenolic compositions of P. trunciflora pulp and peel. Additionally,
jaboticaba peel extract (JPE) was evaluated for its in vitro antioxidant activity and its
capacity to modulate oxidative and nitrosative stress (O&NS) as well as mitochondrial
function in human lung fibroblast cells (MRC-5). The macronutrient found to have the
highest level in both the peel and pulp was carbohydrates, followed by the high fiber
content of the peel. The total phenolic compounds and anthocyanin levels were higher
in the peel than in the pulp. High resolution mass spectrometry (HRMS) showed the
presence of cyanidin-3-O-glucoside and kaempferol. Moreover, JPE was able to reduce
the decreases in complex | activity and the ATP levels induced by H,O, and thereby
decreased the O&NS in MRC-5 cells. These findings show a new role for jaboticaba as
a mitochondrial protectant in pathological conditions where mitochondrial dysfunction

is involved.

Keywords: Jaboticaba, Plinia trunciflora, antioxidants, phenolic compounds,

mitochondria.
1. Introduction

Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel) is a native Brazilian tree that belongs to
the Myrtaceae family and is widely distributed in the southern and southeastern areas of
Brazil (Sobral, Proenca, Souza, Mazine & Lucas, 2012). Within this family, many

Plinia sp species are known; however, only three of them, including P. trunciflora
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(O. Berg) Kausel (synonym Myrciaria trunciflora Mart (O. Berg)), Plinia cauliflora
(DC.) Berg (synonym Myrciaria cauliflora) and Plinia jaboticaba (Vell.) Berg
(synonym Myrciaria jaboticaba), have a natural distribution and are crops in Brazil. All
of these species produce a similar grape-like edible fruit, known as jaboticaba, which
grows directly from the branches of the tree and presents a sweet jelly-like white pulp
covered by a purple peel (Lorenzi, Bacher, Lacerda & Sartori, 2000). Jaboticaba is
largely consumed fresh or used to make jellies, juices, wines, spirits and vinegar (Wu,
Dastmalchi, Long, & Kennelly, 2012). In traditional medicine, the peel tea of P.
cauliflora has been used in the treatment of asthma, angina, dysentery and erysipelas
(Morton, 1987).

Studies have demonstrated that jaboticaba species are a rich source of phenolic
compounds such as anthocyanins and flavonols, which are primarily found in the peel
(Reynertson et al., 2006; Leite-Legatti et al., 2012). Phenolic compounds are an
important group of natural metabolites widely distributed in fruits and vegetables that
are part of the human diet (Del Rio et al., 2013). Over the past few years, research has
associated the high intake of foods rich in phenolic compounds with health benefits,
such as the prevention of cardiovascular and neurodegenerative diseases, diabetes and
cancer (Visioli & Davalos, 2011; Ebrahimi & Schluesener, 2012; Mursu, Virtanen,
Tuomainen, Nurmi, & Voutilainen, 2014). These benefits have been largely attributed
to the capacity of phenolic compounds to prevent or reduce oxidative and nitrosative
stress (O&NS) (Lorenz, Roychowdhury, Engelmann, Wolf, & Horn, 2003;Wahle,
Rotondo, Brown, & Heys, 2009; Quincozes-Santos et al., 2013). Reactive oxygen
species (ROS), such as the superoxide anion (O,") and hydrogen peroxide (H.O,), and
reactive nitrogen species (RNS), including nitric oxide (‘'NO) and peroxynitrite (ONOO

), are produced during normal physiologic processes and perform numerous roles in the
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regulation of cellular function (Thannickal, 2009). However, an increase in the
formation of ROS and RNS and/or a decrease in the antioxidant capacity due to
exogenous stimuli or endogenous metabolic alterations can cause a disturbance in redox
homeostasis, leading to severe oxidative/nitrosative damage to lipids, proteins, and
DNA (Trachootham, Lu, Ogasawara, Nilsa, & Huang, 2008).

Recent reports have shown that mitochondrial dysfunction could play an
important role in the development and progression of O&NS (Sharma et al., 2011; Cui,
Kong, & Zhang, 2012). The inhibition of complex | in the electron transport chain
(ETC) increases the generation of ROS, which can then inhibit the ETC in a vicious
cycle (Fato et al. 2010; Choi 2011). This mitochondrial dysfunction is associated with
the physiopathology of Parkinson’s disease, bipolar disorder, tumorigenesis and cancer
progression and invasion, making the mitochondria an important therapeutic target
(Sharma et al., 2011; Taddei et al., 2012; Smith, Hartley, Cochemé, & Murphy, 2012;
Subramaniam & Chesselet, 2013; Scola, Kim, Young, & Andreazza, 2013). Some
phenolic compounds, such as quercetin, cyanidin-3-O-glucoside and delphinidin-3-O-
glucoside, can restore mitochondrial dysfunction, suggesting a possible new therapeutic
role for dietary phenolic compounds (Carrasco-Pozo et al. 2011; Carrasco-Pozo,
Mizgier, Speisky, & Gotteland, 2012; Xie, Zhao, & Shen, 2012a; Xie, Zhao, & Shen,
2012b).

The phenolic compounds found in jaboticaba have attracted great interest,
primarily because of their antioxidant effects. In fact, the antioxidant activities of P.
cauliflora peel (Leite-Legatti et al., 2012) and P. jaboticaba peel (Leite et al., 2011)
have already been demonstrated. However, until now, there has been no study about the
phenolic composition and biological activities of P. trunciflora, a very popular fruit in

southern Brazil.
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Thus, the aim of this study was to determine the macronutrient and phenolic
compositions of P. trunciflora pulp and peel. In addition, P. trunciflora peel extract was
evaluated regarding its chemical composition, in vitro antioxidant activity and capacity
to modulate O&NS as well as mitochondrial function in human lung fibroblast cells

(MRC-5).

2. Materials and Methods

2.1.Chemicals

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),
trypsin-EDTA, penicillin-streptomycin and trypan blue were purchased from Gibco
BRL (Grand Island, NY, USA). Gallic acid was obtained from Vetec Quimica Fina
(S&o Paulo, Brazil). Thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid (TCA), 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), hydrolyzed 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP), 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), ABTS™ (2,2
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) and hydrogen peroxide (H,0,) were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other reagents and solvents
were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). All of the chemicals were of

analytical grade.

2.2. Plant material and sample preparation

Jaboticaba (P. trunciflora) fruits were collected in Passo Fundo, Rio Grande do
Sul (28° 18 45,75 S; 52° 24° 57,64” W), Brazil, in 2013. Voucher specimens were
identified by the herbarium of the University of Caxias do Sul, RS (HUCS40706).
Fruits were peeled and deseeded. Milled fresh pulp and peel were used to determine the

macronutrient profile. For the other assays, fresh pulp or peel were mixed with distilled
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water (5% w v*) and extracted under reflux (100 °C) for 15 min. Jaboticaba pulp and
peel extracts were used to evaluate the total phenolic and antocyanin contents.
Jaboticaba peel extract (JPE) was lyophilized (LIOBRAS model L-101) and stored in
the dark. The JPE was used for the mass spectrometry assay and to determine the in
vitro antioxidant activity and the capacity to modulate O&NS and mitochondrial
function in MRC-5 cells. Except for the mass spectrometry assay, JPE was dissolved in

water immediately before each assay.

2.3. Determination of the macronutrients

The carbohydrate, lipid, protein, total fiber and ash contents of fresh peel and
pulp of P. trunciflora were determined using the methods described by the Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2011). The moisture content was determined

using the methodology described by the Instituto Adolfo Lutz (2005).

2.4. Total phenolic and anthocyanin contents

The total phenolic content was determined by using the Folin—Ciocalteu
colorimetric method with modifications (Singleton & Rossi, 1965). Briefly, 200 pL of
the peel or pulp extract (5%, w v'*) was mixed with 800 pL of sodium carbonate (7.5%)
and 1000 pL of Folin—Ciocalteu reagent. After 30 min in the dark, the absorbance was
measured at 765 nm by a spectrophotometer (UV-1700 spectrophotometer, Shimadzu,
Kyoto, Japan). The phenolic contents of the pulp and peel were expressed as mg of
gallic acid equivalents per 100 g of fresh peel or pulp (mg GAE 100 g™).

Anthocyanin contents of the peel and pulp extracts (5%, w v™) were

determined by the differential pH method described by Wrolstad, 1993. Peel and pulp
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extracts were diluted 10 times using 0.025 M potassium chloride buffer with a pH of
1.0; then, the absorbance was read at 510 and 700 nm (UV-1700 spectrophotometer,
Shimadzu, Kyoto, Japan). Another part of the extract was diluted in the same
proportions in 0.4 M sodium acetate buffer with a pH of 4.5, and then, the absorbencies
were read at the same wavelengths. The anthocyanin content (AC) was calculated using
the following formula: AC = abs x MW x DF/ €, where MW is the molecular weight
(449.2), DF is the dilution factor and € is the molar absorptivity (29,600). The results
were expressed as mg of cyanidin-3-glucoside equivalents per 100 g of fresh peel or

pulp (mg cyn-3-glu 100 g™).

2.5. Mass spectrometry assay

For the mass spectrometry assay, the JPE was dissolved in a solution of 50% (v
v') chromatographic grade acetonitrile (Tedia, Fairfield, OH, USA), 50% (v v)
deionized water and 0.1% formic acid or 0.1% ammonia hydroxide (for ESI (+) or ESI
(), respectively). The solutions were individually infused directly or with HPLC
(Shymadzu) assistance into the ESI source by means of a syringe pump (Harvard
Apparatus) at a flow rate of 10 uL min*. ESI (+)-MS, tandem ESI (+)-MS/MS and ESI
(-)-MS were acquired using a hybrid high resolution (5 pL L™) microTof (Q-TOF) mass
spectrometer (Bruker Scientific) under the following conditions: the capillary and cone
voltages were set to +3500 V and +40 V, respectively, and the desolvation temperature
was 100 °C. For ESI (+)-MS/MS, the energy for the collision induced dissociations
(CID) was optimized for each component. Diagnostic ions in different fractions were
identified by the comparison of their ESI (+)-MS/MS dissociation patterns with
compounds identified in previous studies. For data acquisition and processing, the

Hystar software (Bruker Scientific) was used. The data were collected in the m/z range
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of 70-800 at the speed of two scans per second, providing a resolution of 50,000
(FWHM) at a m/z of 200. No important ions were observed below a m/z of 180 or above

a m/z of 500; therefore, the data are shown in the m/z range of 180—500.

2.6. In vitro antioxidant activity

The in vitro antioxidant activity of the JPE was determined by DPPH" (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS™ (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) radical reduction assays. The DPPH’ assay was performed using a
modified method of Yamaguchi, Takamura, Matoba, & Terao (1998). Briefly, JPE was
diluted to different concentrations (ranging from 1.0 to 0.05 mg mL™) and added to
Tris-HCI buffer (100 mM, pH = 7.0) containing 250 pmol of DPPH" dissolved in
ethanol. The tubes were stored in the dark for 20 min, and the absorbance was measured
at 517 nm. The results were expressed as ICso (mg mL™ of JPE needed to scavenge 50%
of the radical DPPH") values. The capacity of the extract to reduce the ABTS™ radical
cation was determined following a previously published method with some
modifications (Re et al., 1999). First, the ABTS™" radical cation was generated by
reacting an aqueous solution of ABTS (7 mM) with a potassium persulfate solution (140
mM). This solution was kept in the dark at room temperature for 12—-16 h before use.
Then, the ABTS™ solution was diluted with ethanol (99.5%) to an absorbance of 0.70 +
0.02 at 734 nm. Afterward, 3.0 mL of diluted ABTS™" solution was added to 30 pL of
the different concentrations of JPE (ranging from 1.0 to 0.05 mg mL™), and the
absorbance was read exactly 6 min after the initial mixing. The results were expressed

as ICsp (mg mL™ of JPE needed to scavenge 50% of the radical ABTS™) values.
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2.7. Assays with human lung fibroblasts cells

To study the effects of JPE in mammalian cells, the human lung fibroblast cell
line (MRC-5) was chosen. Cells were cultured in Dulbecco’s modification of Eagle’s
medium (DMEM), which was supplemented with heat inactivated 10% fetal bovine
serum, penicillin (100Ul mL™) and streptomycin (100 ug mL™). Cells were maintained
at 37 °C under an atmosphere of 5% CO, with 90% relative humidity. Cells were

detached with 0.15% trypsin solution.

2.7.1. Cell viability assessment

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and
trypan blue assays were used to evaluate the cell viability (Denizot & Lang, 1986;
Strober, 2001). For the MTT assay, cells at a density of 1 x 10° cells mL™ grown for 24
h in DMEM medium. After that, cells were treated for 1 h with different predetermined
concentrations of the JPE (50, 100, and 250 pg mL™). The JPE was removed, and the
cells were challenged with 700 uM of H,0, for 26 h. After the removal of H,0,, cells
were exposed to 1 mg mL™ per well of MTT solution and cultured for 3 h. The
supernatant was discarded, and precipitates were dissolved in 150 uL of DMSO per
well. After 20 min of agitation, the optical density of the resultant solution was
measured with a microplate reader (Victor-X3, Perkin Elmer, Finland) at 517 nm. The
viability of the cells in each well was expressed as a percentage of the control.

To perform the trypan blue viability assay, cells at a density of 2.5 x 10° were
treated as reported for the MTT assay. After removal of the H,O,, cells were detached

and exposed to the trypan blue reagent (0.4%) for 10 min. Stained and non-stained cells
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were counted under an optical microscope. The results were expressed as a percentage

of the control.

2.7.2.Oxidative and nitrosative stress assessment

Oxidative stress was evaluated through the measurement of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), as described by Wills, 1966. Nitrosative stress was
evaluated through the index of ‘NO production, which was determined as nitrite (NO; ),
using the Griess reaction-based method (Green et al., 1981). Cells at a density of 1 x 10’
were seeded in 75 cm? flasks and treated with different concentrations of the JPE (50,
100 and 250 pg mL™) for 1 h. The JPE was removed, and the cells were challenged with
700 uM of H,0O, for 26 h. Cells were washed with cold phosphate-buffered saline
(PBS), scraped and homogenized in ice-cold PBS buffer. The protein concentration was
determined via the Lowry method, using bovine serum albumin as the standard (Lowry,
Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). To evaluate the oxidative stress, samples
containing 400 uL of cell lysates were combined with 600 pL of 15% trichloroacetic
acid and 0.67% thiobarbituric acid (TBA). The mixture was heated at 100 °C for 20
min. After being cooled to room temperature, the samples were centrifuged at 5000 rpm
for 10 min. The supernatant fraction was isolated, and its absorbance was measured at
532 nm. 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP) was used as the standard, and the results
were expressed as nmol of TMP per mg of protein. For the evaluation of the nitrosative
stress, 50 pL of cell lysate was reacted with an equal volume of Griess reagent (0.1%
naphthylethylenediamine and 1% sulfanilamide in 5% H3PO,4) for 10 min at room
temperature, and the absorbance was read at 550 nm. Sodium nitroprusside was used as

the standard. The results were expressed as nmol of nitrite per mg of protein.
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2.7.3. Mitochondrial function assessment

To evaluate the ability of JPE to modulate the complex | activity of the
mitochondrial ETC, 1 x 10" cells were treated for 1 h with the lowest and the highest
concentrations of JPE (50 and 250 pg mL™, respectively) used in the cell viability
assays (MTT and trypan blue). After the removal of JPE, the cells were challenged with
700 uM of H,O, for 26 h. The cells were washed with cold PBS, scraped and
homogenized in ice-cold PBS buffer. The protein concentration was determined via the
Lowry method using bovine serum albumin as the standard (Lowry et al., 1951). The
cells were assayed for complex | activity using the Complex |I Enzyme Activity
Microplate Assay Kit (Mitoscience, Abcam, Cambridge, MA, USA) according to
manufacturer’s instructions. The results were presented as a percentage of the control.

To verify a possible alteration in the ATP production, 5 x 10* cells mL™ were
treated with 50 and 250 pg mL™ of JPE for 1 h. After removal of the JPE, cells were
challenged with 700 pM of H,O, for 26 h. After removal of the H,0O,, cells were
assayed for their ATP concentrations using the Cell-Titer-Glo® assay (Promega,
Madison, WI) according to the manufacturer’s instructions. The results were presented

as a percentage of the control.

2.8. Statistical analysis

The results were expressed as the mean * standard deviation (SD) from at least
three independent experiments. The results were determined to be parametrical by using
the Kolmogorov-Smirnoff test. Data were subjected to Student’s t-test. The
relationships between the variables were assessed using Pearson’s correlation
coefficient. Statistical significance was determined at p <0.05. The software SPSS 21.0

(SPSS Inc., Chicago, IL) was used for all of the statistical analysis.
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3. Results and Discussion

Currently, much attention has been given to the antioxidant capacities of
natural products, especially those that are present in the human diet, such as fruits.
Jaboticaba species have been emerging as new functional foods (Wu, Long, &
Kennelly, 2013). In fact, jaboticaba has been termed the Brazilian berry because of its
similarly, particularly in relation to its phenolic composition, to other berries. Thus, in
our study, we evaluated the macronutrient and phenolic contents of jaboticaba peel and
pulp. In addition, the in vitro antioxidant activity and the capacity of the JPE to
modulate O&NS as well as mitochondrial function in MRC-5 cells were studied.

Jaboticaba presented carbohydrates as the main macronutrient found both in
the peel and pulp. In addition, it was shown that jaboticaba peel is an important source
of total fiber (Table 1), as previously described (Leite et al., 2011). Carbohydrates are
important substrates for cell energy generation (ATP), whereas fiber has been linked to
numerous health benefits, such as control of glucose and lipid absorption, improvement
of intestinal function and weight maintenance (Anderson et al., 2009). In addition, P.
trunciflora peel and pulp present significant phenolic compounds content (Table 1).
Although no data about the phenolic content of P. trunciflora have been published,
studies have already shown high content of phenolic compounds in other jaboticaba
species, such as P. jaboticaba and P. cauliflora (Leite-Legatti et al., 2012; Reynertson
et al., 2006; Rufino et al., 2010). The phenolic content of jaboticaba whole fruit found
in our study is higher than that reported for other berries known as great sources of
phenolic compounds, such as blueberries (308.4 + 7.7 mg GAE 100 g), strawberries
(269.5 + 17.6 mg GAE 100 g™), red grapes (134.3 + 26.3 mg GAE 100 g*) and
cranberries (92.4 + 7.9 mg GAE 100 g™) (Floegel et al., 2010). Jaboticaba is also an

important source of anthocyanins, which are mainly found in the peel (Table 1).
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Anthocyanins are a water-soluble group of phenolic compounds that are

responsible for the red, violet and blue colors in fruits and vegetables, and they are the

main metabolites found in berries, such as blueberries, blackberries and raspberries

(Szajdek & Borowska, 2008; Sariburun, Sahin, Demir, Tiirkben, & Uylaser, 2010). The

anthocyanin content in jaboticaba found in our study was similar to that reported for

acaf frozen pulp (282.5 + 1.6 mg cyn-3-glu 100 g™) and higher than that found for other

berries, such as blueberry species (122.7 + 11.0 mg cyn-3-glu 100 g*), black raspberries

(179 + 89 mg cyn-3-glu 100 g™) and black currants (207 + 61 mg cyn-3-glu 100 g*)

(Rosso et al., 2008; Prior et al., 1998; Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002).

These data confirm that jaboticaba should be considered an important functional food.

Table 1. Macronutrients and phenolic content of fresh jaboticaba

(P. trunciflora) peel and pulp.

Components Peel Pulp
Carbohydrates (g 100g™) 1154 £0.01 13.11+£0.01
Lipids (g 100g™%) 0.25 +0.01 0.17 +0.05
Protein (g 100g%) 1.00 + 0.03 0.21 +0.02
Moisture (%) 75.18 £ 0.85 86.46 + 0.43
Total fiber (g 100g™%) 8.45 + 0.01 0.15 + 0.01
Ash (g 100g™) 0.58 + 0.01 0.23 +0.02
Total phenolic content
(mg GAE lOOg'l) 313.7 £ 4.26 162.2 £ 7.67
Anthocyanins content 24275+1425  11+021

(mg cyn-3-glu 100g™)
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Considering the complex constituents of the fruit, the techniques of
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) and ESI coupled with tandem mass
spectrometry (ESI-MS/MS) were used to characterize and identify the chemical
composition of JPE (Vessecchi et al., 2011). The measurements were performed using
high-resolution mass spectrometry (HRMS) Q-TOF-II (Bruker Scientific). Formic acid
or ammonia hydroxide at 0.1% was introduced into the sample solution to obtain a
response in the positive or negative mode, respectively. Accurate mass measurements
by the instrument give the elemental composition of parent and fragment ions. Analysis
of the full mass spectrum of the JPE allowed the identification of four compounds
(Figure 1). Two phenolic compounds were found, the flavonol kaempferol (m/z
287.0558), and the anthocyanin cyaniding-3-O-glucoside (m/z 449.1080). Other studies
have already demonstrated the presence of cyaniding-3-O-glucoside in jaboticaba
species (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012). However, this is the first study that
describes the presence of kaempferol in jaboticaba fruit. In addition, two other
compounds, hexadecanoic acid (m/z 257.2473) and octadecanoic acid (m/z 285.2786 [M
+ H], m/z 283.2651 [M - H]) were also identified. The structural elucidation of some
compounds by their mass spectrum (MS) is not trivial, and the deduction needs more
studies for confirmation, such as m/z 203.0481, which is a very intensive peak and is
most likely important in our context. The majority of compounds could be well detected
in the positive ion mode through direct comparison with predetermined compounds
found in the Myrtaceae family (Table 2). Because the widely accepted accuracy
threshold for the confirmation of elemental compositions was established as 5 ppm, this
technique usually provides a highly reliable identification of the target compounds
(Lacorte & Fernandez-Alba, 2006). In addition, mass measurement accuracy is also

easily obtained for all of the characteristic fragment ions, thus providing two sets of
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important information for the unequivocal identification of compounds, as isobaric

interferences can also be differentiated. As shown in Figure 2, in the MS-MS mode, the

isolation and ion fragmentation of m/z 449.1080 by the loss of a glucosyl group confirm

the chemical structure of cyanidin-3-O-glucoside. The presence of flavonoids associated

with glycoside, which may be the active molecules, is common in fruits of this species.
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Figure 1. Full mass spectrum of jaboticaba (P. trunciflora) peel.
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Table 2. Chemical composition of jaboticaba (P. trunciflora) peel by ESI-MS (+) and (-).

Precursor ion

Entr
Y m/z(%o)

1 257.2473[M +H]

285.2786 [M + H]
283.2651 [M - H]

3 287.0558 [M + H]

4 449.1080 [M + H]

Identification

Hexadecanoic acid

Octadecanoic acid

Kaempferol

Cyanidin-3-O-glucoside

Elem.

comp.
C16H3302

C1sH3702
C1sH3502

C15H1106

C21H20011

Diff. ppm

2.94

2.65
4.92

0.82

0.86

Ref.

(Duarte et al., 2010)

(Quijano & Pino, 2007)

(Goncalves, Lajolo, &
Genovese, 2010)

(Wuetal., 2012)
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Figure 2. The MS-MS of cyanidin-3-O-glucoside (m/z 449.1080) from jaboticaba peel
(P. trunciflora).

Phenolic compounds act as strong scavengers of ROS and RNS (Halliwell,
2007). As described for other jaboticaba species, P. truciflora exhibited a significant
scavenger capacity, presenting 1Cso values of 0.35 + 0.01 mg mL™ and 0.69 + 0.02 mg
mL™ for DPPH" and ABTS™" assays, respectively. The in vitro antioxidant activity of
JPE was higher than that found for jaboticaba juice (0.45 + 0.01 mg mL™) by the DPPH’
assay (Wu et al., 2012). The DPPH" assay can detect the ability of the sample to
participate in a hydrogen atom transfer reaction while the ABTS assay is based on the
transfer of an electron to the radical cation ABTS™ (Huang, Ou, & Prior, 2005). A
positive correlation was found between the antioxidant activity evaluated through
DPPH’ (r=0.919, p<0.001) and ABTS™ (r=0.993, p<0.001) assays and the phenolic
content of JPE. Positive correlations were also found between the anthocyanin content
and the antioxidant activity evaluated through DPPH" (r=0.805, p<0.001) and ABTS™
(r=0.948, p<0.001) assays. These correlations suggest that phenolic compounds play an
important role in the in vitro antioxidant activity of JPE.

Mammalian cell culture is a model widely used as it allows the observation of

biological responses and mechanisms that are not observed in chemical assays
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(Zucco, De Angelis, Testai, & Stammati, 2004). In this study, MRC-5 cells were
pretreated with different non-cytotoxic concentrations of JPE and then challenged with
H20,. The results showed that JPE was able to reduce the mortality induced by H,0, in
MRC-5 cells both in the MTT and trypan blue assays (Figure 3A & B). The MTT assay
gives an idea of the overall cell metabolism because the MTT reduction is dependent on
dehydrogenases and reducing agents, such as nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH), present in metabolically active cells (Stockert, Blazquez-Castro, Cariete,
Horobin, & Villanueva, 2012). Conversely, the trypan blue viability assay evaluates the
integrity of the plasma cell membrane, and it is based on the principle that damage and
the consequent permeabilization of the plasma membrane can lead to a disturbance in

cell homeostasis and result in cell death (Strober, 2001).
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Figure 3. Effect of JPE on the viability of MRC-5 cells challenged with H,0,. MRC-5 cells were
pretreated with different concentrations of JPE (50, 100, 250 ug mL-1) and/or H,O, (700 uM), and the
cell viability was accessed by MTT (A) and trypan blue (B) assays. The results are expressed as the
mean = SD. *indicate significantly different values from the cell control. *indicate significantly
different values from the cells treated with only H,0O,. Statistical significance was determined at
p<0.05.

Membrane oxidative lipid damage can be evaluated through the TBARS assay.
For this purpose, MRC-5 cells were pretreated with JPE and challenged with H,0O,. It

was observed that JPE was able to avoid H,O,-induced lipid damage in all of the
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concentrations assayed (Table 3). Hydrogen peroxide is a stable ROS and can freely
diffuse through cell membranes damaging cellular components. Furthermore, H,O, is a
precursor of other ROS, such as the hydroxyl radical (through Fenton’s reaction), and
induces RNS, such as ‘NO and ONOO™ (Quincozes-Santos et al., 2013; Cai et al., 2003).
High levels of '"NO and ONOQO™ can lead to nitrosative stress along with a cytotoxic
effect (Calcerrada, Peluffo, & Radi, 2011). In our study, we observed that JPE
pretreatment was able to prevent the increase of ‘NO induced by H,0, (Table 3). These
data are in line with other studies that showed the ability of other berries, such as
strawberries, black currants and boysenberries, to minimize the oxidative damage

induced by H,O, in mammalian cells (Ho & Chang, 2005; Jeong et al., 2014).

Table 3. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and nitric oxide (‘NO)
levels in MRC-5 cells.

Treatments TBARS NO
(nmol TMP/mg of protein) (nmol nitrite/mg of protein)

Cell Control 3.43+0.12 3.38+0.04

H,0, 700 pM 6.92 + 0.79* 7.21 +0.02*
JPE 50 pg mL* 3.55 +0.99 4.83 +0.30
JPE 100 pg mL™* 2.89 +0.09 471 £0.03
JPE 250 pg mL™* 3.81+0.41 4.13 £0.05
JPE 50 pg mL* 4 4
+ H,0, 700 UM 3.57 + 0.04 3.43+0.21
JPE 100 pg mL™* # #
+ H,0, 700 UM 3.63+0.34 4.68 +0.03

-1

JPE 250 g mL 2.20 +0.28" 4.70 + 0.04*

+ H,0, 700 uM
Content of TBARS and '‘NO levels in MRC-5 cells pretreated with different
concentrations of JPE and challenged with H,O,. Results are expressed as mean + SD.
*indicate significantly different values from the cell control. findicate significantly
different values from the cells treated with only H,O,. Statistical significance was
determined at p<0.05.
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The ETC couples electron transport with the concomitant transfer of protons
across the inner mitochondrial membrane, generating the electrochemical gradient
needed for ATP synthesis. Dysfunction in the ETC induces an increase in the formation
of ROS, which are mainly produced in complex I (NADH-ubiquinone oxidoreductase).
Complex 1 is a multisubunit membrane complex of the mitochondrial ETC, which
catalyzes the transfer of two electrons from NADH to ubiquinone. The reaction of only
one electron of the ETC with an oxygen molecule generates O, (Murphy, 2009). To
evaluate the possible effect of JPE in mitochondrial dysfunction, we used H,0,, an
oxidant able to induce complex I dysfunction (Tatsumi & Kako, 1993; Wu, Xing, &
Lou, 2010). Hydrogen peroxide treatment induced a decrease in complex | activity of
approximately 30% along with a decrease in ATP synthesis of approximately 36%.
Therefore, the treatment showed a significant effect on ATP production. The treatment
of cells with JPE was able to avoid the decrease in complex | activity and attenuated the
decrease in ATP levels induced by H,O, (Figure 4A & B). Superoxide radical anion
produced through the dysfunction of complex | can be a substrate for superoxide
dismutase originating H,O, and/or react with ‘NO leading to the formation of ONOO'.
In addition to O," and H,0,, ONOO" can also decrease complex | activity, which can
feed a vicious cycle of complex I inhibition and leading to O&NS which can results in
cell apoptosis (Riob6 et al., 2001; Brown & Borutaite, 2004).

Some anthocyanins, including the cyanidin-3-O-glucoside found in JPE,
showed an ability to minimize mitochondrial complex I dysfunction in culture of
vascular endothelial cells (Xie, Zhao, & Shen, 2012a; Xie, Zhao, & Shen, 2012b).
Moreover, kaempferol, also found in JPE, was able to avoid antimycin A-complex IV
inhibition in osteoblastic cell culture (Choi, 2011). Therefore, in addition to its direct

antioxidant effect, it is possible that the phenolic compounds found in JPE can exert
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ROS-scavenging independent actions, which include the ability to restore mitochondrial
function (Smith et al., 2012). These mitochondria—targeted antioxidants could have a
broad spectrum for the treatment of diseases associated with O&NS, such as
cardiovascular and neurodegenerative diseases, diabetes and cancer (Visioli & Davalos,
2011; Ebrahimi & Schluesener, 2012; Mursu, Virtanen, Tuomainen, Nurmi, &

Voutilainen, 2014).
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Figure 4. Complex I activity (A) and ATP levels (B) of MRC-5 cells pretreated with JPE (50 and
250 pg mL™Y) and challenged with 700 pM H,0,. The results are expressed as the mean + SD.
*indicate significantly different values from the cell control. *indicate significantly different values

from the cells treated with only H,O,. Statistical significance was determined at p<0.05.

4. Conclusions

The results found in our study demonstrated that P. trunciflora peel is an
important source of phenolic compounds, such as cyanidin-3-O-glucoside and
kaempferol. Furthermore, JPE demonstrated the ability to prevent mitochondrial
dysfunction minimizing the O&NS damage in MRC-5 cells. These findings showed that
dietary phenolic compounds can possibly exert a new protective role towards

mitochondria, contributing to the emerging field of mitochondrial pharmacology.
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As frutas sdo parte integrante da dieta e constituem uma importante fonte de
nutrientes essenciais, incluindo carboidratos, vitaminas, sais minerais, fibras e
fitonutrientes. Além disso, o consumo de frutas vem sendo associado a uma diminuicao
do risco de desenvolvimento de diversas doencas, incluindo as doencas
cardiovasculares, o cancer e a obesidade (Boeing et al., 2012).

Dentre a grande diversidade de frutas existentes, as frutas tropicais,
principalmente as frutas vermelhas, como a pitanga, 0 acai e a jabuticaba, tém
despertado grande interesse devido ao seu valor nutricional e por serem ricas em
compostos fendlicos, aos quais se tem atribuido efeitos benéficos a saude (Costa et al.,
2013). Esses compostos tém sido largamente associados a capacidade de reduzir os
danos oxidativos/nitrosativos a biomoléculas, os quais vém sendo associados a
fisiopatologia de diversas doencas, tais como as cardiovasculares, o diabetes e o cancer
(Visioli & Davalos, 2011; Ebrahimi & Schluesener, 2012; Mursu et al., 2014).

Neste contexto, a jabuticaba (Plinia sp.) surge como uma fruta promissora que
tem despertado um grande interesse cientifico, principalmente acerca de sua
composicdo quimica e atividades bioldgicas. Entre 2011 e 2014, o nimero de novas
publicacGes a respeito da jabuticaba (Plinia sp.) foi maior que a soma das publicacfes
dos ultimos 10 anos. A jabuticaba tem sido considerada uma fruta funcional por conter
além de macronutrientes, fitonutrientes em quantidades significativas, sobretudo
compostos fenolicos. Assim, neste estudo foi avaliada a composicdo nutricional e
fenolica da casca e da polpa fresca de P. trunciflora. Além disso, foi determinada a
composigdo quimica e a capacidade do ECJ em minimizar 0 estresse
oxidativo/nitrosativo e modular a funcdo mitocondrial em fibroblastos de pulméo

humano (MRC-5) tratados com H,0,.
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A andlise nutricional da casca e da polpa de P. trunciflora demonstrou que
ambas as partes apresentam um conteudo relativamente alto de umidade (86,46 + 0,43%
e 75,18 + 0,85%, respectivamente). De forma similar a P. cauliflora, os principais
macronutrientes presentes, tanto na polpa quanto na casca, séo os carboidratos, com
valores de 13,11 + 0,019/100g e 11,54 + 0,01g/100g, respectivamente. A casca da
jabuticaba apresentou ainda um contetdo consideravel de fibra total (8,45 + 0,01g/100g
de casca), o qual é cerca de 60 vezes maior que o conteldo presente na polpa. Além
disso, o contetdo de fibra total da casca da jabuticaba € significativamente maior do que
0 conteudo presente na casca de outras frutas, como manga (4,169/100g), meldo
(4,589/1009) e laranja (3,55¢/100g), as quais vém sendo utilizadas em preparacfes para
enriquecer o contetdo de fibra alimentar (Storck et al., 2013). As fibras constituem uma
ampla categoria de ingredientes alimentares que incluem polissacarideos ndo amilaceos,
oligossacarideos, ligninas e polissacarideos anédlogos, os quais tem sido relacionados a
diversos beneficios a saude, como diminuigdo do risco de diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares e cancer de colon (Eshak et al., 2010; Lattimer & Haub, 2010;
Papathanasopoulos & Camilleri, 2010).

Devido ao seu alto teor de umidade e de agUcares, a jabuticaba é muito
perecivel, apresentando uma vida util relativamente curta, de 2 a 3 dias. Assim, para
evitar perdas, geralmente as frutas sdo utilizadas no preparo de produtos como geleias,
sucos, vinhos, licores e vinagres. No processamento para a fabricacdo destes produtos,
as cascas normalmente sdo desprezadas. Além disso, a casca, na maioria das vezes, nao
é ingerida quando a fruta € consumida in natura. (Brunini et al., 2004; Balerdi et al.,
2006; Lima et al., 2008).

Alguns estudos tém demonstrado que a casca da jabuticaba € especialmente

rica em flavondis e antocianinas (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012; Leite-Legatti

59



5. Discussao Geral

et al., 2012). Portanto, com o objetivo de determinar a melhor condigéo de extragédo
destes compostos analisou-se o conteudo de compostos fendlicos totais de extratos,
tanto da casca quanto da polpa, obtidos a partir de diferentes métodos de extracdo
(ultrassom e condensador), com diferentes solventes (metanol, etanol e 4gua) e em
diferentes tempos. Os extratos a 5% p/v, obtidos através de decoc¢do com condensador
durante 15 minutos, apresentaram maior contetdo de compostos fendlicos, definindo-se
assim, esta concentracdo e metodologia de extracdo (Anexo I e Il). Os extratos da casca
e da polpa foram utilizados para a determinacdo do contetido de compostos fendlicos
totais e antocianinas. O extrato da casca (ECJ) foi liofilizado e utilizado para a
determinacdo da composi¢do quimica, atividade antioxidante in vitro e para a avaliagéo
da capacidade de modulacédo do estresse oxidativo/nitrosativo e fungdo mitocondrial nas
células MRC-5.

Observou-se que a espécie de jabuticaba P. trunciflora, de forma semelhante as
outras espécies, como P. cauliflora e P. jaboticaba, apresenta um importante contetdo
de compostos fendlicos e este contetido é maior na casca (313,7 + 4,26 mg EAG/100g
de casca fresca) do que na polpa (162,2 + 7,67 mg EAG/100g de polpa fresca). Além
disso, foi observado que a maior parte dos compostos fenolicos totais que compdem a
casca da jabuticaba pertence a classe das antocianinas, sendo que o conteldo de
antocianinas da casca (242,75 * 14,25 mg de -equivalentes de -cianidina-3-
glicosideo/100g de casca) foi superior ao encontrado na polpa (1,1 £ 0,21 mg
equivalentes de cianidina-3-glicosideo/100g de polpa). As antocianinas s&o
responsaveis pela pigmentacdo roxa, quase negra, observada na casca da jabuticaba.
Devido ao alto conteldo de antocianinas, diversos estudos vém tentando aprimorar a

extracdo destes compostos da casca da jabuticaba com o objetivo de utiliza-los como
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pigmentos naturais na inddstria de alimentos (Montes et al., 2005; Veggi et al., 2011;
Santos & Meireles, 2011).

Para a determinacdo da composi¢do quimica do ECJ foi empregada a anélise de
espectrometria de massas com ionizagédo por electrospray (ESI-MS), a qual representa
uma importante ferramenta para a caracterizacgao e identificagdo de compostos presentes
em produtos naturais, como, por exemplo, os flavonoides (Vessecchi et al., 2011). A
espectrometria de massas permitiu a identificagdo de quatro compostos no ECJ, sendo
que dentre eles, dois sdo compostos fendlicos, um da classe dos flavonois, o canferol
(m/z 287,0558), e outro da classe das antocianinas, a cianidina-3-O-glicosideo (m/z
449,1080). Outros estudos ja demonstraram a presenca da antocianina cianidina-3-O-
glicosideo em outras espécies de jabuticaba (Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012).
Entretanto, este é o primeiro estudo a mostrar a presenca de canferol na casca de
jabuticaba. Os outros dois compostos identificados, o &cido hexadecandico ou acido
palmitico (m/z 257,2473) e o &cido octadecandico ou &cido estearico (m/z 285,2786 [M
+ H]; 283,2651 [M - H]), sdo &cidos graxos saturados encontrados tanto em gorduras de
origem vegetal quanto animal.

Uma das principais atividades bioldgicas atribuidas aos compostos fendlicos é
sua capacidade de reduzir radicais livres (Halliwell, 2007). Levando em conta o alto
contetdo de compostos fenolicos apresentado pelo ECJ, foram realizados os ensaios de
reducgéo dos radicais DPPH" e ABTS™. O ECJ apresentou uma capacidade significativa
de reduzir tanto o radical DPPH" (ICsq: 0,35 + 0,01 mg/mL) quanto o radical ABTS™
(ICs0: 0,69 = 0,02 mg/mL). Essa atividade antioxidante apresentada pelo ECJ foi
superior aquela apresentada pelo suco de jabuticaba (ICso: 0,453 £ 0,001 mg/mL),
avaliado através do ensaio de DPPH" (Wu et al., 2012). A avaliacdo da atividade

antioxidante através do ensaio DPPH" é baseada no principio de que o antioxidante
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presente na amostra é capaz de transferir um &tomo de hidrogénio ao radical, embora
alguns autores sugiram que se trate de uma reacdo de transferéncia de elétrons. Por
outro lado o ensaio ABTS™ trata-se de uma reacéo de transferéncia de um elétron para o
radical (Huang et al., 2005).

O conteudo de compostos fendlicos totais do ECJ apresentou uma correlagéo
positiva com a atividade antioxidante avaliada através dos ensaios de DPPH" (r = 0,919,
p<0,001) e ABTS™ (r = 0,993, p<0,001). Foi observada também uma correlagio
positiva em relacdo ao contetudo de antocianinas e a atividade antioxidante avaliada
pelos ensaios de DPPH™ (r = 0,805, p<0,001) e ABTS™ (r = 0,948, p<0,001). Essa
correlacdo sugere que a atividade antioxidante apresentada é, em grande parte, devida a
presenca de compostos fendlicos no ECJ.

Com o objetivo de avaliar os efeitos biolégicos do ECJ frente ao estresse
oxidativo induzido pelo agente H,O,, a linhagem MRC-5 foi utilizada como modelo de
estudo. As células MRC-5 foram tratadas com trés diferentes concentra¢fes do ECJ (50,
100 e 250ug/mL) durante uma hora e, ap6s a remocao deste, foram expostas ao H,0,
por 26 horas. O ciclo celular da linhagem MRC-5 é de 24 horas, portanto, este tempo de
tratamento de 26 horas foi determinado a fim de evitar possiveis erros em funcéo do
tempo de divisao celular da linhagem. A viabilidade celular foi avaliada imediatamente
apos a retirada do tratamento com o H,Oo, através dos ensaios de MTT e de trypan blue.
Foi observado que o ECJ, nas trés concentracgdes testadas, foi capaz de diminuir, quase
que totalmente, a mortalidade apresentada pelas células expostas ao H,O,. Esse
resultado foi observado tanto no ensaio de MTT, que avalia 0 metabolismo global das
células, ja que o composto MTT é reduzido por desidrogenases e outros agentes
redutores presentes nas células viaveis, quanto no ensaio de coloragdo com trypan blue,

0 qual e baseado no principio de que os danos e a consequente permeabilizacdo da
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membrana pode levar a um distarbio da homeostase e a morte celular (Strober, 2001;
Stockert et al., 2012).

O H,0; é uma ERO com habilidade de atravessar membranas biologicas com
facilidade, essa caracteristica faz com que essa molécula seja capaz de difundir-se para
dentro da célula e causar danos em multiplos compartimentos celulares (Sies, 2014).
Além disso, o H,0, é precursor de outras ERO, como o HO', através da reacdo com
metais de transicdo (Cai et al., 2003; Quincozes-Santos et al., 2013). Dentre as
biomoléculas que podem ser lesadas pelas ERO, os lipideos sdo especialmente
susceptiveis a oxidacdo, principalmente aqueles encontrados na membrana plasmatica e
na membrana de organelas intracelulares. A oxidagdo destas moléculas leva a formagéo
e ao acimulo de produtos da peroxidacdo lipidica, os quais podem ser quantificados
através do ensaio de TBARS, que quantifica principalmente o malondialdeido, e vem
sendo largamente utilizado como marcador para avaliacdo do estresse oxidativo (Ogino
& Wang, 2007; Mangialasche et al., 2009). Portanto, neste estudo, os niveis de estresse
oxidativo foram determinados através da quantificacdo da peroxidacdo lipidica pelo
método de TBARS. O pré-tratamento com diferentes concentracdes do ECJ diminuiu os
niveis de peroxidacdo lipidica nas células MRC-5 tratadas com H,0O,, demonstrando a
capacidade do extrato em evitar 0s danos oxidativos aos lipideos. Em estudo com ratos
diabéticos observou-se que 0s animais que receberam 2g/kg de peso por dia de casca de
jabuticaba (P. jaboticaba) liofilizada apresentaram uma diminuic¢do nos niveis de danos
oxidativos a lipideos do plasma e do cérebro (Alezandro, Granato, & Genovese, 2013).
Além disso, outros estudos também demonstraram uma diminuicdo na peroxidacédo
lipidica no figado de ratos que receberam casca de jabuticaba (P. jaboticaba) na dieta

(Lage et al., 2014; Batista et al., 2014).
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O ON' é um radical livre enddgeno, produzido por uma variedade de isoformas
da enzima ONS, através da oxidacdo da L-arginina a L-citrulina (Quincozes-Santos et
al., 2013). Em concentragdes elevadas, o ON’ pode ser convertido a outros derivados
mais reativos, que sdo coletivamente denominados ERN como, por exemplo, 0 NO,, 0
ONOO™ e NO,/NOg’, produzidos através das reacdes do ON" com 0 O,, O," e com o
H,O,, respectivamente. Essas ERN podem oxidar/nitrar outras moléculas ou serem
decompostas e produzir outras espécies prejudiciais (Calcerrada et al., 2011). Para a
determinacdo do contetido de ON’ nas células MRC-5 foi utilizado o método de Griess,
que envolve a medida espectrofotométrica indireta de nitrito, produto da decomposicéao
do ON'. Estudos ja demonstraram a capacidade do H,O, em induzir aumento dos niveis
de ON'. Além disso, estudo de Nagase et al. (1997) demonstrou que existe a formagéo
de ON’ a partir da reacdo do H,O, com L-arginina, independente de ONS. Quando as
células MRC-5 foram pré-tratadas com o ECJ, observou-se uma diminuicao
significativa nos niveis de ON", em todas as concentracfes do ECJ testadas. Outros
estudos também demonstraram a capacidade de extratos de frutas ricas em antocianinas,
como agai e mirtilo, em modular os niveis de ON" em cultura de células, principalmente
através da modulacdo da expressdo das isoformas da ONS (Wang & Mazza, 2002;
Poulose et al. 2012).

A CTE, localizada na membrana interna mitocondrial, é composta por quatro
complexos proteicos através dos quais elétrons sdo transferidos. Concomitantemente a
transferéncia de elétrons, prétons sdo bombeados para 0 espaco intermembrana através
dos complexos 1, 11l e 1V, formando um gradiente de prétons essencial para a funcéo da
ATP sintase na geracdo de energia (ATP). Durante a transferéncia de elétrons na CTE,
sdo geradas, continuamente, ERO, como resultado da interacdo entre O, e elétrons

provenientes, principalmente, do complexo | da ETC (Smith, 2012). Estudos tém
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demonstrado que a inibicdo do complexo | pode levar a um incremento na geragéo
dessas ERO com concomitante aumento nos danos oxidativos e consequente disfungéo
mitocondrial . A disfun¢do mitocondrial e a atividade do complexo | diminuida tém sido
associadas a doencas, principalmente a doenca de Parkinson, a desordem bipolar e a
tumorigénese e a progressao e invasdo do cancer (Sharma et al., 2011; Taddei et al.,
2012; Subramaniam & Chesselet, 2013).

Neste trabalho a funcdo mitocondrial foi avaliada através da determinacéo da
atividade do complexo | da ETC e dos niveis de ATP nas células MRC-5. Observou-se
que as células tratadas apenas com H,O, apresentaram uma diminui¢do na atividade do
complexo I. Estudos ja demonstraram esse efeito do H,O, na diminuicdo da atividade
do complexo | (Tatsumi & Kako, 1993; Wu et al., 2010). Concomitante a diminui¢do da
atividade do complexo I, observou-se uma reducdo também na producdo de ATP,
demonstrando que a diminuicdo da atividade do complexo | induzida pelo H,0,, foi
acompanhada pelo comprometimento da geragdo de ATP. A inibicdo da atividade do
complexo | pode levar a um incremento na geracdo de O, que se reagir com o ON’,
gerando ONOQO'. Estudos tém demonstrado que 0 ONOO™ também causa diminuicéo da
atividade do complexo I, alimentando um ciclo vicioso de inibigdo (Riob¢ et al., 2001;.
Brown & Borutaite, 2004). Além disso, os danos oxidativos aos lipidios da membrana
mitocondrial interna, onde estdo localizados os complexos da CTE, podem também
comprometer a atividade destes complexos. Um exemplo disso € a cardiolipina, um
fosfolipidio encontrado quase exclusivamente em nivel da membrana mitocondrial
interna, sendo requerida para uma atividade Otima dos complexos da CTE. A
cardiolipina é particularmente suscetivel aos danos causados por ERO, sendo que sua

oxidacéo pode levar a uma disfuncdo mitocondrial (Petrosillo et al., 2009).
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Portanto, a disfungdo mitocondrial induzida por H,O; leva a um incremento na
geracdo de ERO/ERN, os quais podem ser responsaveis pela perda da viabilidade
observada nas células MRC-5. O pré-tratamento das células com o ECJ foi capaz de
evitar a diminuicdo da atividade do complexo | e, consequentemente, atenuou a
diminuigcdo da producdo de ATP. Estudos demonstraram que algumas antocianinas,
incluindo a cianidina-3-O-glicosideo, apresentam capacidade de minimizar a disfuncao
do complexo | mitocondrial em cultura de células endoteliais (Xie et al., 2012a; Xie et
al., 2012b). Além disso, canferol, também encontrado no ECJ, foi capaz de restaurar a
atividade do complexo 1V inibido por antimicina A em cultura de células (Choi, 2011).

Estes achados recentes sobre a capacidade de alguns compostos fendélicos em
restaurar a fungdo mitocondrial podem contribuir com os avancos na farmacologia
mitocondrial (Smith et al., 2012). De fato, a mitocondria como alvo de compostos
fendlicos pode representar um avanco no tratamento de doengas associadas com o
estresse  oxidativo/nitrosativo,  incluindo as doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, diabetes e cancer (Visioli & Davalos, 2011; Ebrahimi &
Schluesener, 2012; Mursu et al., 2014). Nesse sentido, a jabuticaba (P. trunciflora)
ganha ainda mais atencdo como fonte de compostos fendlicos com capacidade de
modulagdo da funcdo mitocondrial e, consequentemente, do  estresse

oxidativo/nitrosativo.
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Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1.1. Os principais macronutrientes presentes na casca e na polpa frescas de P.
trunciflora sdo carboidratos. Alem disso, a casca de P. trunciflora apresentou
importante contetdo de fibras totais.

1.2. A casca da jabuticaba (P. trunciflora) apresentou importante conteudo de
compostos fenolicos totais, principalmente antocianinas, sendo que este conteudo
foi significativamente superior ao conteudo encontrado na polpa.

1.3. A analise de espectrometria de massas do ECJ demonstrou a presenca dos
compostos cianidina-3-O-glicosideo, canferol, acido octadecandico e 4&cido
hexadecandico.

1.4. O ECJ apresentou atividade antioxidante in vitro, sendo capaz de reduzir 0s
radicais DPPH" e ABTS™.

1.5.0 contetdo de compostos fendlicos totais e de antocianinas apresentou
correlacdo positiva com a atividade antioxidante in vitro do ECJ.

1.6. O ECJ foi capaz de diminuir a perda da viabilidade, os danos oxidativos a
lipideos e 0 aumento dos niveis de ON" induzidos pelo H,O, nas células MRC-5
1.7. O ECJ foi capaz de evitar a diminuicdo da atividade do complexo | da CTE e

atenuou a diminuicdo da biossintese de ATP induzidos pelo H,O, nas células

MRC-5.
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PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, seria importante:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

Determinar o conteddo de vitaminas e minerais da casca e da polpa de P.
trunciflora.

Identificar os compostos presentes no ECJ através andlise de espectrometria de
massas.

Determinar a capacidade do ECJ em evitar os danos oxidativos a proteinas,
através do ensaio de proteinas carboniladas, e ao DNA, através do ensaio cometa,
em cultura de células de mamiferos.

Avaliar a atividade dos complexos I, 1l e IV da cadeia de transporte de elétrons
em cultura de células de mamiferos.

Avaliar a atividade do complexo I, em cultura de céelulas de mamifero, frente a
sua inibicdo com um inibidor conhecido como, por exemplo, a rotenona.

Avaliar a expressdo de subunidades dos complexos da cadeia de transporte de
elétrons, em cultura de células de mamiferos.

Avaliar outras atividades biol6gicas da jabuticaba (P. trunciflora), identificando

0s compostos responsaveis pelo efeito observado.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo |

Tabela 1. Conteudo de compostos fenolicos totais dos diferentes extratos de
casca de jabuticaba (P. trunciflora).

Concentracdo  Processo de ~ Tempo de Solvente Polifenois tota*is
(p/v) extracao extracao (mg EAG/g)
5% Ultrassom 2 horas MeOH 14,05 + 1,25°
5% Ultrassom 2 horas EtOH 5,81+ 0,272
5% Ultrassom 2 horas H,O 11,18 + 0,38d
5% Ultrassom 2 horas  MeOH:H,0 8,10 + 0,52°
5% Ultrassom 2 horas EtOH:H,0 7,02 + 0,54b
5% Ultrassom 4 horas MeOH 15,75 + 1,36°
5% Ultrassom 4 horas EtOH 7,45 + 0,41b
5% Ultrassom 4 horas H,0 12,98 + 0,331
5% Ultrassom 4 horas MeOH:H-,0 15,46 + 1,99°
5% Ultrassom 4 horas EtOH:H,0 9,94 + 0,68°
506 Extracdopor . o) H,0 19,56 + 0.70"
refluxo
5% Extracdopor 4 4 H,0 17,55 + 0,30°
refluxo
10% Extracdopor o o) H,0 10,32 + 0,06°
refluxo
10% Extracdopor g o) H,0 9,27 + 0,08°
refluxo

‘mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g de casca. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa através da analise de variancia (ANOVA) com pés-
teste de Tukey. Significancia estatistica p<0,05.
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9.2.

Tabela 2. Contetdo de compostos fendlicos totais dos diferentes extratos de polpa de

Anexo 11

jabuticaba (P. trunciflora).

Concentracdo  Processo de  Tempo de Solvente Polifenois totalis

(p/v) extracao extracao (mg EAG/g)

5% Ultrassom 2 horas MeOH 1,08 + 0,06°

5% Ultrassom 2 horas EtOH 0,89 + 0,09b

5% Ultrassom 2 horas H,O 0,93 +0,01°

5% Ultrassom 2 horas Me?ﬁi;‘ 20 1,24 +0,72°

5% Ultrassom 2 horas EtCZE :;'20 0,77 £ 0,02%

5% Ultrassom 4 horas MeOH 1,26 + 0,04

5% Ultrassom 4 horas EtOH 0,97 +0,02°

5% Ultrassom 4 horas H,O 0,98 + 0,04

MeOH:H-0

5% Ultrassom 4 horas e(1'1) ? 1,06 +0,03°

5% Ultrassom 4 horas EtCZi:ll;zO 0,71 +0,01%

506 Extracao 15min H,0 2,03 + 0,05¢
por refluxo

506 Extracao 30min H,0 1,76 + 0,04"
por refluxo

10% Extragdo 15min H,0 1,68 + 0,05
por refluxo

10% Extracao 30min H,0 1,77 +0,10"
por refluxo

“mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g de polpa. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa através da analise de variancia (ANOVA) com pds-
teste de Tukey. Significancia estatistica p<0,05.
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