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"Atras do grupo-escolar ficam as
jabuticabeiras.

Estudar, a gente estuda. Mas depois,
ei pessoal: furtar jabuticaba.
Jabuticaba chupa-se no pé.

O fruto exaure-se no ato de furtar
Consciéncia mais leve do que asa
ao descer,

volto de maos vazias para casa."

Carlos Drummond de Andrade
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O tempo e as jabuticabas

“Contei meus anos e descobri que terei menos tempo para viver daqui para frente do que ja vivi
até agora. Sinto-me como aquela menina que ganhou uma bacia de jabuticabas. As primeiras,

ela chupou displicente, mas percebendo que faltam poucas, réi o carogo.

Ja nao tenho tempo para lidar com mediocridades. Nao quero estar em reunides onde desfilam
egos inflados. Nao tolero gabolices. Inquieto-me com invejosos tentando destruir quem eles

admiram, cobigando seus lugares, talentos e sorte.

Ja nado tenho tempo para projetos megalomaniacos. Nao participarei de conferéncias que
estabelecem prazos fixos para reverter a miséria do mundo. Ndo quero que me convidem para

eventos de um fim de semana com a proposta de abalar o milénio.

Ja nao tenho tempo para reunides interminaveis para discutir estatutos, normas, procedimentos

e regimentos internos.

Ja nao tenho tempo para administrar melindres de pessoas,

que apesar da idade cronoldgica, sdo imaturos.

Nao quero ver os ponteiros do relégio avangando em reunides de 'confrontagao’, onde 'tiramos
fatos a limpo'. Detesto fazer acareagédo de desafetos que brigaram pelo majestoso cargo de
secretario geral do coral. Lembrei-me agora de Mario de Andrade que afirmou: 'as pessoas nao
debatem conteudos, apenas os rétulos'. Meu tempo tornou-se escasso para debater rétulos,
quero a esséncia, minha alma tem pressa. Sem muitas jabuticabas na bacia, quero viver ao
lado de gente humana, muito humana; que sabe rir de seus tropegos, ndo se encanta com
triunfos, ndo se considera eleita antes da hora, ndo foge de sua mortalidade, defende a
dignidade dos marginalizados, e deseja tdo somente andar ao lado do que é justo. Caminhar
perto de coisas e pessoas de verdade, desfrutar desse amor absolutamente sem fraudes,
nunca sera perda de tempo."'

O essencial faz a vida valer a pena”.

Rubem Alves
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RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a produgédo de casca de jabuticaba em
po, sua composicdo de antocianinas e efeito antioxidante em animais de
laboratério. Muitas frutas tropicais sdo ricas em antocianinas e existem poucos
dados disponiveis sobre a caracterizagao e quantificacdo destas antocianinas.
A identificacdo e quantificagdo de antocianinas de casca de jabuticaba
liofilizada foram realizadas por HPLC-PDA e HPLC-ESI-MS/MS e revelaram a
presenga de dois compostos, delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3- glicosideo
(635,3 e 1964 mg/100 de peso seco), respectivamente. Para as analises do
potencial antioxidante foram utilizados os ensaios de ORAC, DPPH e ABTS.
Para estes ensaios foram encontrados os seguintes valores, respectivamente,
25514,25+3037,24 UMTEAC.g", 45,38 pg.ml™" 9457,74+5429 uMTEAC.g™.
Foram quantificados também os fendlicos totais por Folin-Ciocalteau, e
encontrado 556,28+20,37 gGAE".kg' .Neste estudo, a casca de jabuticaba
liofilizada mostrou uma grande capacidade antioxidante comprovada por todos
os métodos antioxidantes analisados, pela quantidade de compostos fendlicos
encontrada e principalmente pela concentracdo de cianidina-3-glicosideo e
deffinidina-3- glicosideo. = Diante dos dados descritos acima, o efeito
antioxidante da ingestdo de pd casca de jabuticaba liofilizada no plasma de
ratos foi investigado em dois experimentos. No primeiro foi realizado um teste
de cinética de absorcao, no qual trinta e cinco ratos machos, divididos em 5
grupos, receberam por gavagem 7 mg de antocianinas/ 100 g de peso. A coleta
de sangue foi realizada nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos. O potencial
antioxidante foi quantificado no plasma por ORAC e TEAC. Neste experimento

nao ocorreu diferenga significativa no potencial antioxidante plasmatico quando



comparados os diversos tempos. No segundo experimento, 40 ratos machos
foram divididos em 4 grupos que consumiram, respectivamente, 0, 1, 2 e 4% de
po de casca de jabuticaba liofilizada acrescido a dieta. Foi observado um
aumento no potencial antioxidante plasmatico (1.7 vezes pelo método de TEAC
e 1.3 vezes por ORAC), porém a concentracdo de 4% né&o apresentou efeito
antioxidante.

A partir dos resultados do potencial antioxidante in vivo, e diante do fato
de que a ingestado de uma dieta rica em antioxidantes e com pouca quantidade
de gorduras pode reduzir o risco de obesidade e resisténcia a insulina,
investigou-se o efeito da casca de jabuticaba liofilizada sobre as concentracdes
plasmaticas de glicose, fragdes lipidicas, aspartato aminotransferase e alanina
aminotrasferase em ratos Wistar machos adultos. Os animais foram
distribuidos nos seguintes grupos: GO, o grupo controle e G1, G2 e G4, os
grupos que receberam 1, 2 e 4%, respectivamente, do p6 de casca de
jabuticaba liofilizada adicionado a dieta AIN-93M. A suplementagéo reduziu as
concentragdes de glicose nos grupos G1 e G2, porém no grupo G3 esse efeito
nao foi encontrado. O colesterol total sofreu reducdo para os animais tratados
com 1% de cascas de jabuticabas em relagdo ao grupo controle, mas os
animais tratados com 2 e 4% de cascas de jabuticabas sofreram aumento no
colesterol total e da fracdo LDL-colesterol, porém, o valor para colesterol total
apresenta-se dentro da faixa normal para ratos Wistar. Os triacilglicerois e a
fragdo HDL-colesterol ndo sofreram alteragdes significativas. Os resultados
indicam um possivel beneficio da suplementagcdo da casca de jabuticaba na
reducdo da glicemia plasmatica, dos niveis de LDL e colesterol total e a

possivel existéncia de uma dose recomendada.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antioxidant effects of
anthocyanin and the antioxidant effects of peel jabuticaba powder in laboratory
animals. Many tropical fruits are rich in anthocyanins, but there are few data
available on the characterization and quantification of these anthocyanins. The
identification and quantification of anthocyanins from bark jabuticaba was
performed by HPLC-PDA and LC-ESI-MS/MS Q-TOF. The analysis revealed
the presence of two compounds, delphinidin-3-glucoside and cyanidin-3-
glucoside (635, 3 and 1964 mg/100 dry weight, respectively). ORAC, DPPH and
ABTS methods were used for antioxidant analysis and the results were,
25514,24+3037,24 UMTEAC.g-1, 45.38 pg.ml”', 9457,74+54,29 yMTEAC.g-1,
respectively. The total phenolics (Folin-Ciocalteau method) revealed that the
jabuticaba powder contained 556,28+20,37 gGAEb.kg™". In this study, freeze-
dried peel jabuticaba showed great antioxidant proven by all methods
antioxidants tested. The effects of the ingestion of jabuticaba peel in the
antioxidant capacity of plasma of rats was investigated in two ‘in vivo’
experiments. In the first test, the absorption kinetics were evaluated. The male
rats were divided into 5 groups received, by gavage, 7 mg anthocyanins / 100 g
of body weight. Blood collection was performed at 0, 30, 60 and 120 minutes.
The antioxidant potential was quantified in plasma by ORAC and TEAC. In this
experiment there was no significant difference in plasma antioxidant potential
when comparing the different times. In the second experiment, 40 rats were
divided into 4 groups that consumed, respectively, 0, 1, 2 and 4% powdered
peel jabuticaba lyophilized plus diet. We observed an increase in plasma

antioxidant potential (1.7 times by the method of TEAC and ORAC by 1.3



times), but the concentration of 4% had no antioxidant effect.
We investigated the effect of freeze-dried peel jabuticaba on plasma glucose,
lipid fractions, aminotransferase and aspartate aminotransferase alanian in
adult male Wistar rats. The animals assigned to groups GO, the control group,
G1, G2 and G4 groups receiving 1, 2 and 4%, respectively, of freeze-dried peel
jabuticaba added to the AIN-93M diet. Supplementation reduced the
concentration of glucose in G1 and G2, but in G4 this effect was not found.
Total cholesterol was reduced in animals treated with 1% bark jabuticabas in
the control group, but animals treated with 2 and 4% experienced an increase in
total cholesterol and LDL cholesterol, but the value for cholesterol total amount
is within the normal range for rats. Triglycerides and HDL-cholesterol did not
change significantly. The results indicate the possible benefit of supplementing
with bark jabuticaba in reducing plasma glucose, LDL cholesterol and total

cholesterol and the possible existence of a dose.



Capitulo 1

1. Introducgao e justificativa
1.1 Compostos fendlicos e sua fungao antioxidante

O consumo de frutas e hortaligas tem aumentado principalmente em
decorréncia do seu valor nutritivo e efeitos a saude que vao além do propésito
de nutrir. Estes alimentos contém diferentes fitoquimicos, muitos dos quais
possuem propriedades antioxidantes que podem estar relacionadas com o
retardo do envelhecimento e a prevengao de certas doencas. Estudos tém
demonstrado que outros compostos antioxidantes, além dos bem conhecidos
B-caroteno, vitamina C e vitamina E, estdo presentes e contribuem para as
propriedades funcionais desses alimentos (WANG et al.,1996; RICE-EVANS et
al., 1996).

Dentre os compostos de interesse, encontram-se os fendlicos.
Pesquisas evidenciam que compostos fendlicos exibem acdo antioxidante.
Pearson et al. (1999) demonstraram que os fendlicos presentes em suco
comercial e extrato fresco de magas (casca, polpa e fruta inteira) inibiram, in
vitro, a oxidagdo de LDL-colesterol em humanos. A atividade antioxidante
apresentada por varios vegetais, incluindo frutos, folnas e sementes, esta
correlacionada ao seu teor de compostos fendlicos totais (VELIOGLU et al.,
1998, KAHKONEN et al., 1999). Entre os compostos fendlicos com propriedade
antioxidante, destacam-se os flavondides que quimicamente, englobam as
antocianinas e os flavondis (FRANCIS, 1989). Atualmente, existe uma
tendéncia mundial em usar pigmentos naturais como corantes para alimentos e

entre eles destacam-se as antocianinas. Esse interesse é também influenciado



pelas observacdes promissoras de seu potencial benéfico a saude decorrente
de sua acdo antioxidante (ESPIN et al., 2000, WANG et al., 1997).

As antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul) sao
pigmentos vegetais responsaveis pela maioria das cores azul, roxa e a maioria
das tonalidades de vermelho encontradas em flores, frutos, algumas folhas,
caules e raizes de plantas (MARKAKIS, 1982). Sdo compostos soluveis em
agua e altamente instaveis em temperaturas elevadas (SHAHIDI e NACZK,

1995).

1.2 Importancia do estudo do metabolismo de antocianinas

Apesar de ja se conhecer a capacidade antioxidante das antocianinas,
dados relativos ao metabolismo de antocianinas em animais de laboratério séo
infelizmente muito escassos até o momento. Interesses nas propriedades de
promocdo de saude de antocianinas de frutas (mais especificamente em
“‘berries”) estdo se intensificando; entretanto, evidéncias estdo baseadas
primariamente em caracteristicas “in vitro”, sendo que mecanismos associados
com absor¢do, metabolismo e farmacocinética estdo ainda largamente
inexplorados. Estudos relatam uma média na concentracdo maxima plasmatica
de antocianinas de 0,03 + 0,02 u mol/L. A excregao urinaria meédia reportada é
< 0,1% da dose ingerida (KALT et al., 2008).

Alguns elementos ja estdo elucidados com respeito ao metabolismo de
antocianinas, porém, muitas rotas metabdlicas sdo desconhecidas. As reacdes
de conjugacdo mais comumente citadas envolvidas no metabolismo de outros
flavonodides incluem glucoronidagdo, metilacdo e sulfatacdo. E razoavel

suspeitar que antocianinas sejam metabolizadas da mesma forma, pois



possuem estruturas moleculares muito semelhantes aos flavondides.
Entretanto, muitas pesquisas sao requeridas para entender mecanismos
associados com absorcao e metabolismo para se estabelecer suas verdadeiras
atividades biologicas e efeitos a saude (KAY, 2006).

Um estudo recente avaliou a absor¢cao de antocianinas de frutas em
porcos. As frutas estudadas foram: ‘Marionberry’; framboesa; groselha;
‘Chokeberry’ e ‘Elderberry’. Na urina dos animais tratados com antocianinas,
todas as formas originais das antocianinas majoritarias de cada uma das frutas
estudadas estavam presentes em sua forma glicosilada, comprovando que as
antocianinas ndo foram modificadas por glicosidases do trato gastro-intestinal.
Além disso, formas metiladas (tanto na posigado 3’ quanto na posigéo 4’ do anel
flavénico) foram observadas na urina para todas as antocianinas originais para
todas as frutas testadas, exceto delfinidina e pelargonina. O metabdlito
cianidina-monoglucoronideo, assim como, os conjugados misturados (formas
metiladas e glucoronisada) foram observadas apds consumo de todas as frutas
consideradas no estudo (PRIOR e WU, 2007).

No mesmo trabalho, cianidina-3-glicosideo-monoglucoronideo e o seu
conjugado foram observados apds consumo de ‘marionberry’ ou ‘elderberry’.
Em porcos tratados com ‘marionberry’, onze metabdlitos foram identificados e
quantificados. A soma de metabdlitos de pelargonina-3-glicosideo foi
aproximadamente 6 vezes maior em relagcdo a cianidina-3-glicosideo ou
cianidina-3-rutinosideo. Os autores comprovam que a razdo concentracdo/dose
no plasma para cianidina-3-rutinosideo foi significativamente maior que para

cianidina-3-glicosideo. A maioria da cianidina-3-glicosideo (65,3 % da dose



total) e pelargonina-3-glicosideo (91,3 % da dose total) foram excretadas sob
forma metabolizada (PRIOR e WU, 2007).

Relata-se que antocianinas com glicosidagdes complexas parecem
permanecer em altas concentragdes por grandes periodos de tempo no trato
gastro-intestinal de porcos. Muitos estudos ainda precisam ser concluidos,
entretanto, metilagdo e glucoronidagéo parecem ser as duas rotas majoritarias
no metabolismo de antocianinas. Particularmente, derivados de delfinidina
parecem possuir pequena recuperagado urinaria comparada com cianidina ou
pelargonina e se mostraram presentes na urina em sua forma original,
enquanto existem indicios de que uma propor¢do grande de cianidina e
pelargonina na urina sejam metabolizadas em formas metiladas. Diferentes
antocianidinas (antocianidinas é o termo que define antocianinas sem agucares
ligados a molécula; ou seja, refere-se a forma aglicona) e grupos glicosidicos
afetam de forma significativa a absor¢do e metabolismo de antocianinas “in
vivo”. Metabolicamente, antocianinas parecem se comportar muito diferente em
relacdo a outros flavonoides (PRIOR e WU, 2007).

Os escassos estudos disponiveis a respeito do metabolismo de
antocianinas relatam a utilizacdo da forma glicosilada. Nenhum trabalho se
dispbés a estudar de forma aprofundada o metabolismo de antocianinas
agliconas (ou antocianidinas) em animais de laboratério, apesar de estudos “in
vitro” confirmarem que a forma aglicona é mais ativa quanto a captura de
radicais livres e atividade antioxidante (PRIOR e WU, 2007).

Além disso, numerosos estudos laboratoriais em vivo tém demonstrado
a inibigdo da carcinogénese por polifendis. Entretanto, esses resultados devem

ser interpretados com cuidado para se averiguar corretamente a contribuigdo



de polifendis da dieta na redugdo do risco de cancer em humanos. Alguns
polifendis identificados em animais podem ter aplicacédo direta, uso limitado ou
serem completamente sem utilidade na prevencdo de cancer em humanos
(YANG et al., 2001).

Alguns polifendis s&o considerados agentes quimiopreventivos de
cancer por inibirem sua ativacdo, comumente catalisada por enzimas do
citocromo P450 “in vivo” ou “in vitro”. Se o carcinégeno utilizado no modelo
animal ndo for um carcinbgeno humano, o agente talvez possa néo ser util em
humanos. Inibidores das enzimas do citocromo P450 ndao sio uteis, pois
podem afetar suas fungdes fisioldégicas normais como no metabolismo de
esterdides (YANG et al., 2001).

Muitos polifendis sdo considerados agentes quimiopreventivos, pois
induzem as enzimas da fase Il. Teoricamente, a inducido das enzimas da fase |l
pode facilitar a eliminagdo de alguns carcinbgenos ou seus intermediarios
reativos. Certo cuidado deve ser tomado na aplicagao direta desse conceito em
humanos. A inducao de enzimas da fase Il é provavelmente uma resposta a
agentes danosos. Por exemplo, algumas enzimas da fase Il sdo eletrofilas ou
pré-oxidantes, quando em doses moderadas, os efeitos podem ser benéficos,
mas efeitos toxicos podem ser produzidos a altas doses. Adicionalmente,
algumas enzimas da fase |l participam na ativacdo de certos carcindbgenos
(YANG et al., 2001).

Alguns polifendis inibem o metabolismo do acido araquidénico. O
metabolismo do acido araquidénico (e acido linoléico) conduz a produgéo de
muitos metabdlitos pro-inflamatérios ou mutagénicos como certas

prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio. A inibicdo da fosfolipase A2 e



lipoxigenase s&o potencialmente benéficas e tém sido propostas como
mecanismos da agao quimiopreventiva de curcumina e outros polifenois (YANG
et al., 2001).

Polifendis sado reconhecidos por suas propriedades antioxidativas. Eles
sdo considerados como quimiopreventivos por alguns autores, pois polifendis
podem capturar ou prevenir a formagéo de espécies reativas de oxigénio, o que
tém papel fundamental na carcinogénese. Evidéncias desses mecanismos,
entretanto, tém sido circunstanciais e mais investigacdes sao necessarias

(YANG et al., 2001).

1.3 Acgao antioxidante e as controvérsias do metabolismo antioxidante

Em organismos vivos, as espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
radicais livres (radical hidroxila, anion superéxido e oxigénio singlet) reagem
com biomoléculas como proteinas e lipidios, causando sérias lesdes na
membrana celular e em seu DNA. Existem indicios de que estes processos
estejam fortemente associados a carcinogénese e aos processos
degenerativos da idade (MADHUJITH e SHAHIDI, 2005). Felizmente, o corpo
humano esta equipado com um sistema de defesa eficaz para neutralizar a
toxicidade de ROS. Este sistema inclui enzimas desintoxicantes como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GP) e
glutationa redutase (GR). O sistema de defesa também inclui antioxidantes de
alto peso molecular, tais como albumina e ferritina, e os antioxidantes de baixo
peso molecular como a glutationa (GSH) e acido urico. O estresse oxidativo
refere-se a um desequilibrio entre a taxa de geracdo de ROS e a taxa para

desintoxicar-los. Este desequilibrio € criado por qualquer uma superproducao
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de ROS, como no caso da inflamagao persistente ou um defeito no celular
sistema de defesa como no esgotamento do reservatério de GSH. Assim, cada
vez mais os estudos epidemiolégicos mundiais sugerem a utilizacdo de
determinadas ervas, frutas e vegetais na prevencéao e / ou tratamento de varias
doencas. De particular interesse sao os polifendis, que mostram efeitos
promissores na prevencdo de doencas cardiovasculares, desordens
inflamatadrias e diferentes canceres (ISSA, VOLATE, e WARGOVICH, 2006).

Em contrapartida, o aumento na formacdo de radicais livres pode
desempenhar um papel importante no combate da carcinogénese,
aterosclerose, diabetes, enfisema, cataratas e outras doencas
degenerativas. Este aumento de radicais sdo detectados na maioria dessas
patologias. No entanto, em muitos casos, ndo € facil diferenciar se este
aumento de radicais € a causa ou consequéncia da doenca. Os radicais livres
sao mediadores, disparadores ou executores dos mecanismos essenciais de
protecao, tais como apoptose, fagocitose e reacoes de
desintoxicacdo. Entre estes mecanismos, apoptose, que elimina células preé-
cancerosas e cancerigenas e células danificadas por virus (SALGANIK, R.I.,
2001).

Assim, existem evidéncias recentes de que certo nivel destas espécies é
imprescindivel para muitas fung¢des fisioldgicas. Por exemplo, o enovelamento
de proteinas nascentes no reticulo endoplasmatico ocorre em um meio mais
oxidante que o restante da célula para a formacdo de pontes dissulfeto.
Também, muitos genes sao transcritos apos oxidagao transitoria e baixas
concentragbes de alguns oxidantes estimulam a proliferagdo celular.

Questiona-se até que ponto as estratégias de aumento de defesas
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antioxidantes por meio de nutrientes seriam benéficas, considerando-se que o
excesso consumido podera, ao longo da evolugdo, remover a pressao que
modela sistemas enddgenos, levando a uma sub-regulagdo ou ndo expressao
de genes envolvidos com a defesa antioxidante endogena (CERQUEIRA,
MEDEIROS E AUGUSTO, 2007).

Deste modo, as antocianinas parecem estar envolvidas em muitas
atividades biolégicas que podem impactar positivamente ou negativamente
(quando em excesso) na saude e estas agbes podem ser mediadas por suas
atividades antioxidantes e /ou acbes moduladoras nas células. A maioria dos
estudos utiliza modelos “in vitro”. Os modelos ‘in vitro’ sdo vantajosos por
serem mais rapidos e baratos em relagdo aos modelos “in vivo’; entretanto, os
ultimos podem oferecer vantagens em relagéo aos primeiros para avaliagao de
componentes alimentares, como estudo da absor¢do, metabolismo e outros
efeitos fisiologicos de forma mais confiavel. Sendo assim, para compreender
melhor as propriedades das antocianinas e seus efeitos sobre a saude, €&
necessario que se fagam mais investigagcdes sobre a absorgdo e metabolismo

desses compostos fendlicos (FELGINES et al., 2008).

1.4 Metodologias para analise da capacidade antioxidantes in vitro

A capacidade antioxidante pode ser avaliada por inumeros métodos in
vitro. Contudo, ainda nao existe um método validado que seja realmente
confiavel para medir a capacidade antioxidante de alimentos e amostras
biolédgicas (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

Os métodos de avaliagcdo da capacidade antioxidante sao divididos em
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ensaios baseados nas reagdes de transferéncia de elétron (TE) e ensaios
baseados nas reagbes de transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH), de
acordo com as reagdes quimicas envolvidas, como na classificacdo dos
compostos antioxidantes (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

Os ensaios baseados na TE envolvem uma reac¢do de redugédo, com o
agente oxidante como indicador da reagéao final. Dentre os métodos baseados
na transferéncia de elétrons, incluem-se: ensaio da capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), ensaio da capacidade antioxidante do ion
férrico, ensaio da capacidade redutora de Cu(ll), e o método da capacidade
sequestrante do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (HUANG, OU e
PRIOR, 2005).

Os ensaios baseados na TAH, geralmente utilizam um gerador sintético
de radicais livres, um agente oxidante (marcador), e um antioxidante doador de
atomos de hidrogénio. Aparentemente a reagéo de transferéncia de atomos de
hidrogénio é a chave de uma das etapas da oxidagdo. O método baseado na
TAH é mais relevante na capacidade antioxidante de interromper a cadeia da
reacdo de oxidagao. Devido as particularidades dos métodos, é extremamente
dificil comparar os resultados entre os diferentes ensaios (HUANG, OU e
PRIOR, 2005). Nos métodos de transferéncia de atomos de hidrogénio, séo
utilizados geradores térmicos de radicais que levam a fluxos constantes de
radicais peroxil em solucbes saturadas de ar. Ocorre competicdo entre o
antioxidante adicionado e o oxidante (substrato) pelos radicais. Deste modo, a
oxidagdo do substrato (oxidante) é inibida ou retardada. Os ensaios que

apresentam estas caracteristicas s&o: ensaio de ORAC (Oxygen Radical
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Absorbance Capacity); de descoloragédo da crocina, entre outros (HUANG, OU

e PRIOR, 2005).

1.5 Frutas brasileiras fontes de antocianinas

Existem frutas brasileiras que apresentam quantidades significativas de
antocianinas. Segundo Bobbio et al.(2000), um teor de antocianinas de
263mg/100g foi encontrado na casca de agai.

Com base em dados cromatograficos, um estudo realizado com frutos
de baguacu (Eugenia umbelliflora Berg) coletados no sul do pais, em
Floriandpolis-SC, encontrou um total de antocianinas de 342 mg/100 g de
frutos frescos (KUSKOSKI et al.,, 2003). Ja no fruto camu-camu (Myrciaria
dubia (HBK) McVaugh), originario da Amazénia, um estudo no estado de Séao
Paulo, determinou nos frutos da cidade de Iguapé, 54 + 25,9 mg de
antocianinas por 100g do fruto e nos frutos de Miranddlopolis, 30,3 +
6,8mg/100g do fruto.Os frutos de quixabeira, provenientes do semi-arido do
nordeste, apresentaram teor de antocianina de 37,83 mg/100mL de suco
(ZANATTA, et al., 2005).

Em estudo recente com frutas tropicais realizado pela EMBRAPA do
Ceard, observou-se que em frutas frescas, foram encontradas as seguintes
concentragdes de antocianinas totais (concentragdes em mg/100g): acerola,
48; acerola roxinha, 23; guaijiru, 104; jambolao, 79 e jussara, 290 (BRITO, et
al., 2007).

As antocianinas de uva sao muito estudadas pelo fato de as mesmas
serem amplamente cultivadas em diversas regides do mundo. A quantidade e a

composi¢cdo das antocianinas presentes nas uvas diferem de acordo com a
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espécie, variedade, maturidade, condi¢des climaticas e cultivar. O conteudo de
antocianinas em uvas vermelhas varia de 30 a 750 mg por 100 g da fruta
madura. Em uvas Concord varia entre 61-112 mg/100 g, enquanto que uvas
viniferas como Pinot Noir, Cabernet Sauvignon e Vincent apresentam
concentragbes meédias de antocianinas de 33, 92 e 439 mg/100 g,
respectivamente (MAZZA, 1995).

Jabuticabas também apresentam quantidades relevantes de
antocianinas. Em estudo realizado por Terci (2004) com jabuticabas, utilizando-
se trés diferentes métodos espectrofotométricos, foram determinados teores
entre 310 e 315 mg de antocianinas por 100 g de fruta. Reynertson (2007)
utilizando o fruto inteiro e seco, encontrou valores de 433 mg.100g™ para a

cianidina-3-glicosideo e 81 mg.100g™" para a delfinidina-3 glicosideo.

1.6 Consideragdes a respeito das caracteristicas e producao brasileira de
jabuticaba

A jabuticaba é nativa do Brasil e originaria do Centro-Sul, podendo ser
encontrada desde o Estado do Para até o Rio Grande do Sul, mas é nos
Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo que
ocorrem maiores producdes. Dentre as espécies atualmente conhecidas,
destaca-se a Myrciaria cauliflora (DC) Berg (jabuticaba paulista ou jabuticaba
ponhem ou jabuticaba assu) e a Myrciaria jabuticaba (Vell) Berg (jabuticaba
sabarda) que produzem frutos apropriados tanto para a industria como para
consumo in natura (DONADIO, 2000; MATTOS, 1983).

O fruto da jabuticabeira apresenta de 3-4 cm de diametro contendo de

uma a quatro sementes grandes, com uma espessa CascCa roxa que recobre
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uma polpa gelatinosa, doce e branca. Os frutos nascem diretamente sobre o
tronco principal e os ramos da planta, com uma aparéncia distinta de
frutificacdo. Comum nos mercados brasileiros, as jabuticabas sao largamente
consumidas frescas e sua popularidade tem sido comparada a da uva nos
Estados Unidos (POPENOE, 1920).

A jabuticabeira é uma das frutiferas que tem despertado grande
interesse entre os produtores rurais devido a sua alta produtividade, rusticidade
e aproveitamento de seus frutos nas mais diversas formas. E uma fruta
tipicamente brasileira, que apesar de ser considerada apropriada tanto para
consumo ‘in natura’ como para a industria (xaropes, vinho, licor, vinagre e
geléia) (DONADIO, 1993; MAGALHAES, 1996) tem seu comeércio limitado
devido a sua alta perecibilidade. Apesar disso, dados da CEAGESP indicam
que no ano de 2007 foram comercializados 1.850.550,0 kg de jabuticaba, o que
representa producao consideravel de uma fruta tipicamente brasileira e pouco
estudada do ponto de vista comercial e suas propriedades funcionais na
alimentacao (CEAGESP, 2007).

Apesar de existir um consumo pronunciado de jabuticaba principalmente
na regido sudeste, poucos trabalhos se destinam ao estudo das rotas
metabdlicas das antocianinas do fruto em questdo. Faz-se entdo necessario
entendimento mais aprofundado da relacdo entre capacidade antioxidante de
certos compostos e o seu metabolismo. Além disso, poucos dados relativos a
absor¢cdo de antocianinas de jabuticabas foram publicados até o momento.
Dessa forma, sera escopo desse trabalho a composicdo e o estudo da
atividade antioxidante de antocianinas de jabuticaba, fruta tipicamente

brasileira.
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Capitulo 2

Identificagao e quantificagao de antocianinas de casca de jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg) liofilizada utilizando HPLC-PDA e HPLC-

ESI-MS/MS
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Resumo:

Muitas frutas tropicais sdo ricas em antocianinas e existem poucos dados
disponiveis sobre a caracterizagdo e quantificagdo destas antocianinas. A
identificacdo e quantificacdo de antocianinas de casca de jabuticaba liofilizada
foi realizada por HPLC-PDA e LC-ESI-MS/MS Q-TOF e revelaram a presencga
de dois compostos, delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3- glicosideo (635,3 e
1964 mg/100 de peso seco), respectivamente. Para as analises do potencial
antioxidante foram utilizados os ensaios de ORAC, DPPH e ABTS. Para estes
ensaios foram encontrados os seguintes valores, respectivamente,
25514,25+3037,24 UMTEAC.g", 45,38 pg.ml', 9457,74+54,29 UMTEAC.g"

' Foram quantificado também os fendlicos totais por Folin-Ciocalteau, e
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encontrado 556,28 + 20,37 gGAE.kg" .Neste estudo, a casca de jabuticaba
liofilizada mostrou uma grande capacidade antioxidante comprovada por todos
os métodos antioxidantes analisados, pela quantidade de compostos fendlicos
encontrada e principalmente pela concentracdo de cianidina-3-glicosideo e

delfinidina-3- glicosideo.

Keywords: jabuticaba, Myrciaria jaboticaba Vell Berg, antocianina, compostos

fendlicos, Orac, DPPH, ABTS
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1. Introdugao

O crescente interesse pela atividade antioxidante de fitoquimicos
presentes na dieta é justificado pelo fato desses compostos apresentarem um
papel muito importante no sistema de defesa do organismo contra espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sao os subprodutos nocivos gerados durante a
respiracdo normal das células aerdobias (Ou, Huang, Hampsch-Woodill,
Flanagan e Deemer, 2002). Sabe-se, porém, que essas espécies reativas de
oxigénio podem causar danos biolégicos em proteinas, lipidios e no DNA. O
corpo humano possui uma série de sistemas para eliminar os radicais livres do
organismo, mas, estes sistemas nao sdo 100% eficientes. O consumo de
dietas ricas em frutas, nozes e vegetais tem sido indicado, pois estes alimentos
sdo considerados excelente fonte de antioxidantes (Haytowitz, Bhagwat, Prior,
Wu, Gebhardt e Holden, 2007).

Sendo assim, o consumo de frutas pode nao ser considerado
simplesmente como o resultado de bom gosto e preferéncia pessoal, mas se
tornou uma preocupagao da saude, devido aos teores de nutrientes vitais
contidos nesses alimentos. Além de nutrientes essenciais, a maioria das frutas
possui quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, fibras,
vitaminas e compostos fendlicos. Diversos estudos mostram a importancia
desses micronutrientes a saude humana (Rufino, Alves, Brito, Pérez-Jiménez,
Saura-Calixto, Mancini-Filho, 2010).

Dentre as muitas classes de compostos fendlicos existentes, as
antocianinas tém chamado atengdo de muitos pesquisadores devido a sua

potente acdo antioxidante. Varios extratos de plantas ja foram testados na
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reducdo do estresse oxidativo e possivel prevencdo de doencas inflamatoérias
(Dai, Gupte, Gates e Mumper, 2009).

As antocianinas sao compostos coloridos responsaveis pelas cores
vermelha, azul e roxo em frutas, vegetais, e plantas ornamentais. Os beneficios
associados ao consumo de antocianinas incluem redugéo de riscos de doenga
coronariana, protegcédo contra a obesidade e hipoglicemia, reforco de memoria e
protecdo do tecido cerebral fetal (Brito, Araujo, Alves, Carkeet, Clevidence e
Novotn, 2007).

Dentre as frutas nativas do Brasil e ricas em antocianinas, encontra-se a
jabuticaba, que é originaria do Centro-Sul, podendo ser encontrada desde o
Estado do Para até o Rio Grande do Sul, mas é nos Estados de S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo que ocorrem as maiores produgoes.
Dentre as espécies atualmente conhecidas, destaca-se a Myrciaria cauliflora
(DC) Berg (jabuticaba paulista ou jabuticaba ponhem ou jabuticaba assu) e a
Myrciaria jabuticaba (Vell.) Berg (jabuticaba sabara) que produzem frutos
apropriados tanto para a industria como para consumo in natura (Donadio,
2000; Mattos, 1983).

O fruto apresenta de 3-4 cm de didmetro com uma a quatro sementes
grandes, com uma espessa casca roxa que recobre uma palpa gelatinosa,
doce e branca. Os frutos nascem diretamente sobre o tronco principal e os
ramos da planta, com uma aparéncia distinta de frutificacdo. Comum nos
mercados brasileiros, as jabuticabas sao largamente consumidas frescas e sua
popularidade tem sido comparada a da uva nos Estados Unidos (Reynertson,
Yang, Jiang, Basile, Kennelly, 2008). Porém, poucos estudos relatam sua

composic¢ao e atividade antioxidante in vitro.
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Ao longo do tempo, e também nos dias atuais, as diferentes
metodologias empregadas para avaliar a capacidade antioxidante in vitro de
frutos e extratos resultaram divergéncias e consequentemente, resultados nao
comparaveis. As variagdes no preparo da amostra, bem como a metodologia
escolhida podem afetar os resultados, assim, este € um problema que merece
a atencido dos pesquisadores. A capacidade antioxidante pode ser expressa
por meio de diferentes parametros, e estes devem ser avaliados de maneira
combinada (Hogan et al., 2010)

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivos identificar e
quantificar antocianinas de jabuticaba utilizando HPLC-PDA (Cromatografia
liguida de alta eficiéncia) e LC-ESI-MS/MS Q-TOF (cromatografia liquida
acoplada a espetrémetro de massas), além de verificar o potencial funcional
das cascas de jabuticabas liofilizadas, determinando as diferentes formas de
antocianinas (totais, monoméricas), compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante (radicais ABTS e DPPH, e Orac).

2. Material e Métodos

2.1. O fruto
Os frutos de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Vell berg) foram adquiridos

de um mercado local de Campinas, durante a safra de setembro de 2008. Os
frutos foram lavados e despolpados manualmente, as cascas foram congeladas
a -18°C (Soares, Welter, Kuskoski, Gonzaga e Fett, 2008) em pacotes de 500

gramas.
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2.2. Preparo das cascas de jabuticabas liofilizadas

As cascas previamente congeladas a —-18°C foram liofilizadas em
liofilizador Liobras a 30°C e 300 uHg por 95 h. A producéo do liofilizado foi feita
pela trituragdo da casca em processador industrial Sire Cutter, e
posteriormente em Micro Moinho (Marconi) (Kalt et al.,, 2008). O produto

liofilizado (um pé de casca de jabuticaba) foi armazenado a —80°C.

2.3. Determinagao dos macronutrientes
O teor de proteina foi determinado por Kjeldahl (AOAC, 1975), de
umidade e cinzas (Instituto Adolfo Lutz,1985) e lipidios (Bligh & Dyer,1959)

agucares totais pelo método de Lane & Eynon (1923).

2.4. Determinagao de antocianinas totais por espectrofotometria

Para a determinacao de antocianinas totais, foi utilizado o método de
Lees & Francis (1972) com algumas adaptacdes (Figura 1). Cem miligramas do
po liofilizado de casca de jabuticaba foram homogeneizados em solugdo
extratora (etanol 95%: HCI 1,5N, 85:15 v/v) e estocadas por 12h a 4°C. As
amostras foram filtradas e os residuos lavados exaustivamente com a solucéo
extratora até a remogéao completa dos pigmentos, sendo que o volume total de
solugdo extratora gasto foi de 25 mL. Cem microlitros do extrato filtrado foram
transferidos para um baldo volumétrico de 5mL, completado com a solugao
extratora e deixado em repouso no escuro por 2h a 25° C. A absorbancia foi
medida a 535nm em espectrofotdometro as determinacdes foram efetuadas em

triplicata.
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<Figura 1>

2.5. Determinagao de antocianinas monomeéricas por espectrofotometria
As antocianinas totais foram quantificadas de acordo com o método descrito
por WROLSTAD, 1976 e modificado e citado por Abe, Da Mota, Lajolo,
Genovese (2007). Para as medidas de absorbancia foi utilizado o
espectrofotbmetro modelo DU-70 (Beckman). A amostra liofilizada (0,2 g) foi
triturada em Ultra-Turrax (Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-Luzern, Suica)
com 20 mL de metanol: acido cloridrico (99,9:0,1 v.v'") e centrifugada a 2000 g
por 15 minutos (4 °C). Uma aliquota do sobrenadante foi diluida com tampao
cloreto de potassio 0,025 M, pH=1,0, em propor¢des variando entre 5 e 25
vezes, de acordo com a coloragdo da amostra. A leitura da absorbancia foi
realizada a 510 nm, considerando a absorbancia maxima para cianidina-3-
glicosideo, e a 700 nm para descontar a turbidez da amostra. Outra aliquota da
amostra foi diluida com a mesma proporcdo em solucdo tampao acetato de
sodio 0,4 M, pH 4,5, e as leituras realizadas nos mesmos comprimentos de

onda. A absorbancia foi entdo calculada, usando-se a seguinte formula:
A =(A510 nm - A700 nm) pH =1,0 — (A510 nm — A700 nm) pH = 4,5 (2)

O contetido de antocianinas (mg.100 g ") foi calculado como cianidina-3-
glicosideo (PM = 449,2) através da formula:

C(mg.100g — 1) = APM.FD = £.1
em que ¢ = absortividade molar (26900 mol.L™") e 1 = espessura da cubeta

(cm), PM=Peso molecular e FD= fator de diluigao.
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2.6. Determinacao de compostos fendlicos totais por espectrofotometria

A quantificagdo de compostos fendlicos foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Swain e Hillis (1959), citada por Roesler, Malta,
Carrasco, Holanda e Pastore (2007) utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.
A casca de jabuticabas liofilizada foi dissolvida em metanol, a fim de se obter
uma concentracdo de 0,5 mg.sélidos.mL™. Esta solugdo foi deixada em
ultrassom por 2 horas e filtrada em membrana aceto-celulose.. Uma aliquota de
0,5 mL da solugdo metandlica de extrato (concentragdo 0,5 mg.sélidos.mL™) foi
adicionada de 2,5 mL de solugdo aquosa do reativo Folin-Ciocalteau a 10% e
2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%. A mistura foi incubada por 5 minutos em
banho-maria a 50 °C e, posteriormente, a absorbancia foi medida usando-se
branco como referéncia. O branco foi preparado substituindo a amostra por
agua na reacgdo. Os resultados foram expressos em equivalentes de &acido
galico (mg EAG/100g amostra seca) usando curva padrao de acido galico
dissolvido em agua destilada, nas concentragcdes de 0,02 a 0,12 mg/mL. A
quantificacdo dos compostos fendlicos nos extratos de frutas foi realizada em

triplicata.

2.7. Extracdo de antocianinas para identificacao por Espectrometria de
Massas e quantificacdo por CLAE (Cromatografia liquida de alta
eficiéncia)
2.7.1. Descricao da metodologia de preparo das amostras de jabuticaba
para analise de antocianinas.

Um grama da casca de jabuticaba liofilizada foi pesado e colocado em

um tubo de centrifuga. A amostra foi extraida com 15 mL de metanol / agua /
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acido aceético (85:15:0.5, v / v, MeOH). A amostra foi entdo agitada em vértex
por 30 segundos e mantido em ultrassom 5min. O tubo foi agitado e mantido
em temperatura ambiente por 10 minutos, sendo agitado em vortex durante 30
s apos 5 min. O tubo foi entdo centrifugado a 4550g por 10 min e o
sobrenadante removido. A amostra foi extraida uma mais vez com 10 mL de
MeOH/H20/AcAc utilizando o mesmo procedimento, e os sobrenadantes foram
combinados.A solucéo foi filtrada em filtro Teflon de 0,22 ym (Wu,Gu, Prior,

Mckey, 2004 ).

2.7.2. Descrigdao da metodologia para analise de antocianinas por
espectrometria de massas

A identificacdo de antocianinas de casca de jabuticaba foi realizada a
partir do extrato supracitado. Cinco microlitros do extrato foram diluidos em
995ul de metanol: H20 (1:1) e 0,1% de acido férmico.

Para ESI, um espectrdbmetro de massas Q-TOFmas (Micromass,
Manchester, Reino Unido) foi utilizado. As condi¢gbes gerais foram: temperatura
da fonte 100 ° C, a tensao capilar de 3 kV de tensdo e cone de 35 V. As
medi¢cdes foram realizadas por infusdo direta com uma taxa de fluxo de 10
pl.min-1, utilizando uma bomba (Harvard Apparatus). Espectros de massa
foram adquiridos e acumulou mais de 60 espectros, sendo estes submetidos a

varredura no intervalo entre 100 e 1000 m / z.

29



2.7.3. Descricao da metodologia para analise de antocianinas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodos
(HPLC-PDA)

O método de CLAE para quantificacdo de antocianina foi baseado em
Favaro (2007), com algumas modificagdes. As analises foram conduzidas em
um HPLC (Waters 2996) sistema equipado com um detector de arranjo de
diodos (Waters 515), software Empower. A separacdo de antocianinas foi feita
com uma coluna C18 (ODS2,comprimento = 25,0 cm, didmetro interno = 4,6
mm, tamanho de particula = 5 pm e tamanho de poro = 100 A, Varian,
Microsorb MV). A fase mdvel utilizada foi agua deionizada: acetonitrila: acido
férmico (81:9:10 v/v/v) . A eluicéo foi isocratica e em fase reversa, e o volume
de vazao de fase mével de 1, 0 m L min™ ,0 volume de injecao foi de 20 pL, o
tempo de eluicido de 40 min e a detecgao feita em 520, 525 e 540 nm. O pico
de identificacdo de cada antocianina foi com base na comparag¢ao do tempo de
retencdo relativo (TR), porcentagem area do pico, e os dados espectrais com
os padrdes de antocianina. Posteriormente, para os estudos de quantificacdo
de ACYS individuais por HPLC foram utilizados 3 padrées de ACYS, cianidina-
3-O-glicosideo,  cianidina-3-O-galactosideo e delfinidian 3-O- glicosideo
adquiridos da empresa Extrasynthese. As curvas padrbes para todas as
antocianinas foram determinadas utilizando os padrées descritos acima
utilizando as mesmas condi¢gdes cromatograficas descritas acima.

Para a quantificagdo de antocianinas nas frutas, o liofilizado das cascas
de jabuticaba foi extraido conforme o item 2.7.1, o extrato foi diluido, filtrado em
filtros (0,45 pm) e aplicado em cromatégrafo utilizando-se as mesmas

condigdes cromatograficas utilizadas descritas.
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2.8. Determinacao da capacidade de sequestrar radicais livres utilizando
método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio para determinagdo da capacidade antioxidante nas amostras
foi realizado a partir do extrato etandlico. O po liofilizado foi dissolvidos em
etanol, a fim de se obter uma concentragdo de 10 mg.sélidos.mL™ e deixado
em equipamento de ultrassom por 30 minutos. Os reagentes foram colocados
em pocos de microplacas onde ocorreu a reacdo. Para o ensaio, foram
adicionados 20 pL de extrato (com concentraggo final de 0,6 mg.mL™), 120 uL
de fluoresceina em tampéo fosfato de potassio (pH 7,4) na concentragao final
de 0,378 pg/mL (preparada a partir de uma solugéo estoque de 3,87 mg/mL) e
60 yL de AAPH (2,2 -azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride, 108 mg.

mL"™"

, em agua . A solucdo de AAPH foi preparada minutos antes de ser
colocada na placa. Para o branco, o extrato foi substituido por tampéao fosfato
de potassio. Como padrdo foi utilizado Trolox em tampéao fosfato de potassio
(0,1; 1,0; 10; 25; 50; 80 e 100 uM). Apds a adigao de todos os reagentes na
placa, foi realizada a leitura da fluorescéncia, a cada 1 minuto, por 80 minutos.
Foram utilizados os seguintes filtros: emissdo 520 nm e excitagdo 485 nm. O
extrato foi determinado em ftriplicata. As leituras da fluorescéncia foram

utilizadas para os devidos calculos (Davalos, Gomez-Cordovés, Bartolomé,

2004).

2.9. Determinacao da capacidade de sequestrar radicais livres por DPPH
O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com metodologia proposta por

Roesler, Malta, Carrasco e Pastore (2007) com algumas adaptagdes para o

volume. O pé liofilizado foi dissolvidos em etanol, a fim de se obter uma

concentragdo de 10 mg sélidos.mL™ e deixado em equipamento de ultrassom
31



por 30 minutos. A partir desse extrato etandlico, solugdes etandlicas com
diferentes concentra¢des foram preparadas. Em uma microplaca transparente
foram pipetados 250 uyL de solugdo de DPPH (0,004% m.v'1), e 50 uL do
extrato em diferentes concentracbes. A placa foi incubada 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro. O mesmo procedimento foi adotado para o
acido galico, para efeito comparativo. O controle foi preparado conforme
procedimento acima, sem adi¢cado de extrato, e etanol foi utilizado para correcéo
da linha de base. A solu¢cao de DPPH foi preparada diariamente e estocada em
frascos escuros, mantidas no escuro a 4 °C até o momento das determinagdes.
O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido a 517 nm em leitor de
placa da marca Novostar BMG LABTECH. Para cada concentragdo e a
capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada com base no decréscimo
da absorbancia observada. A capacidade de sequestrar radical livre foi
expressa como percentual de inibicdo de oxidagdo do radical e calculado

conforme férmula abaixo:
% Inibicdo = ((ADPPH — AExtrato)/ADPPH)*100 (1)

Onde ADPPH ¢ a absorbancia da solugcdo de DPPH e Extrato € a absorbancia
da amostra em solugdo. O Extrato foi calculado com base na diferenca da
absorbancia da solugdo de amostra em teste com seu branco. O valor de IC50
é definido com a concentracéo final em mg.mL™" do extrato seco requerido para

decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50%.
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2.10 Determinacao da capacidade de sequestrar radicais livres por ABTS
O teste foi realizado baseado nos relatos de Rufino et al.(2007) e Le,
Chiu e Ng (2007) com modificagbes. Preparou-se uma solugdo catidnica de
ABTS (2,2'-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado), misturando 5 mL de
solucdo de ABTS 7,0mM e 88uL da solucao de persulfato de potassio 2,45mM.
Esta reagiu por 12 horas, em temperatura ambiente e auséncia de luz. Apos
formado o radical ABTSe+, adicionou-se agua ultrapura a solugao até obter um
valor de absorbancia de 0,700 (£0,05) a 754nm em leitor de placa da marca
Novostar BMG LABTECH. A determinacdo da absorbancia das amostras foi
realizada em temperatura ambiente, 23°C (x1), apos 6 minutos de reacéo.
Trolox foi utilizado como antioxidante de referéncia. Para preparo do extrato, o
po de cascas de jabuticabas liofilizado foi dissolvido em etanol, a fim de se
obter uma concentragcéo de 10 mg sélidos.mL™" e deixado em equipamento de
ultrassom por 30 minutos. A partir desse extrato etandlico, solug¢des etandlicas
com diferentes concentragdes foram preparadas. Em uma microplaca
transparente de 96 pocos, foram pipetados 250 uL de solugdo de ABTS e 50

ML do extrato em diferentes concentragdes.

3. Resultados e discussao
3.1 Determinagdes do percentual das fragoes (polpa/semente e casca),
rendimento do pé liofilizado e determinacao dos macronutrientes

A porcentagem média de casca em relagao ao fruto foi de 28.94%+4.31,
sendo que a porcentagem de polpa e sementes observada foi de 66.82%
14.92. O peso médio do fruto foi de 5.63 g £1.00, e o rendimento médio do

processo de liofilizacao foi de 20.5%.
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A determinacédo da composigao centesimal de po liofilizado de casca de
jabuticaba encontra-se na Figura 2. Observa-se pelos dados que o po é
constituido principalmente de agucares e agua, e em menores proporgoes,
fibras e cinzas. Donadio (2000) encontrou valores semelhantes para o fruto
inteiro, sendo 3,4% de cinzas, 4% de proteina bruta, e 4,52% de fibra bruta. Os
outros componentes, principalmente agua a agucares diferiram bastante, pois

este autor trabalhou com o fruto inteiro e in natura.

<Figura 2>

3.2 Determinagdes dos compostos bioativos presentes na casca de
jabuticaba liofilizada e sua atividade antioxidante
A Tabela 3 apresenta os teores de compostos bioativos identificados

nacasca de jabuticaba liofilizada e sua atividade anti-radical.

< Figura 3>

O alto teor de compostos fendlicos totais (556,3 gGAE.kg ') encontrados
no po liofilizado de casca de jabuticaba no presente estudo (Figura 3) foi
reportado por poucos autores, por ser um fruto brasileiro ainda pouco
estudado. Calculando-se este valor proporcional para a casca de jabuticaba
fresca e para a jabuticaba inteira fresca, teriamos, respectivamente, um valor
proporcional de 114 e 32,15 gGAE.kg™.

Reynertson (2007), trabalhando com fruto inteiro e seco, encontrou um
valor de 31,630,1 gGAE.kg'de peso seco, ou seja, um valor bem abaixo do

encontrado no presente estudo, porém, justificado pela auséncia de compostos
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fendlicos na polpa e por esta encontrar-se em grandes proporgdes no fruto.
Roesler, et al. (2007), analisando fendlicos em casca seca de frutas do cerrado,
encontrou valores de 99,18+3.93 e 209,37+3.57 gGAE.kg'para casca de
banha de galinha e pequi, respectivamente, porém, essas frutas tem
predominio de compostos fendlicos, mas ndo sao fontes de antocianina.
Soares, Welter, Kuskoski, Gonzaga e Fett (2008), trabalhando com casca de
uva das cultivares Isabel e Niagra, encontrou valores de 2,19 a 12,4 gGAE.kg
' respectivamente. Um estudo feito com p6 de diversas espécies de Blueberry,
encontrou valores de 12,00+0.77 a 14.81+1.58 gGAE.kg(Dai et al., 2009). O
conteudo de compostos fendlicos de cinco cultivares de uvas produzidas em
Minas Gerais foram determinados através do método de Folin-Ciocalteau
variando entre 0.65 +0.01 e 3,90 + 0.3 gGAE.kg'de amostra base timida (Abe
et al., 2007).

O conteudo de antocianinas monomeéricas encontrado no po liofilizado
de casca de jabuticaba (1514,82+45,51 mg cyd 3-glu .100g™), também
apresenta-se maior que os valores normalmente encontrados na literatura.
Reynertson (2007), encontrou para o fruto inteiro, 278+17 mg cyd 3-glu.100g
! Essas variagdo deve-se principalmente a diferenca na metodologia, pois este
autor trabalhou com o fruto inteiro,além disso, existem diferengas na
composicao das frutas devido as condi¢des climaticas, estagio de maturagao e
cultivar, além disso, sendo um fruto nativo brasileiro, era de se esperar que o
fruto produzido no Brasil possuisse uma composi¢ao diferenciada.

Em estudo brasileiro utilizando um fruto silvestre rico em antocianina, o
baguacu (Eugenia umbelliflora Berg), Kuskoski, Asuero, Morales e Fett (2006),

encontraram um valor de 596+30,8, mg cyd 3-glu.100g™, porém essa analise
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foi feita em polpa da fruta, diferente do estudo em questao, onde foi utilizado o
po liofilizado.

Em um trabalho realizado por Dai et al. (2009) com diferentes espécies
de Blackberry, que sdo consideradas as frutas com maiores concentragdes de
anotocianina, o maior valor encontrado foi de 788+23 mg cyd 3-glu .100g™",

Diversos estudos com frutas apresentam o valor total de antocianinas
calculado de acordo com o método pH diferencial, que utilizam o metanol
acidificado com HCI como solvente extrator. A partir do calculo proposto por
Lees e Francis (1972) obteve-se um menor teor de antocianinas totais
(732,77+22,42 mg.100g™") em comparagdo com as antocianinas monoméricas
(1514,82+45,51),este fato € justificado pois coeficiente proposto para o calculo
por FRANCIS (13) refere-se ao suco de “cranberry” em etanol acidificado, cuja
antocianina majoritaria € peonidina 3-galactosideo, seguida da cianidina 3-
galactosideo (Wu e Prior, 2005) o que pode explicar esta diferenca no teor
antocianico. Outra explicacido seria que o solvente utilizado no método, etanol
95 %/ HCI 1,5N (85:15), ndo garante a total extragdo de antocianinas, pois o
metanol é 20 % mais eficiente que etanol e 73 % mais eficiente que agua, em
termos de extragdo de antocianinas, segundo Metivier,Francis & Clydesdale
(1980).

O valor de IC50 para a casca de jabuticaba liofilizada utilizando o teste
do DPPH foi de 45,38 pg.ml™" ( Figura 4). Reynertson (2007), encontrou para o
extrato metandlico de jabuticaba um 1C50 35ug.ml™.Eibond, Reynertson, Luo,
Basile e Kennelly, (2004) trabalhando com extrato metandlico purificado de
jabuticaba, encontraram um valor de IC 50 de 6.2+0.7 pg.ml™. Valores baixos

de IC 50 indicam quao maior é o potencial antioxidante. Sendo assim, os valor
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encontrados no presente estudo indicam um menor potencial antioxidante
quando comparado aos outros estudos, porém, o tipo de extragao e o solvente
extrator utilizados foram diferentes. No estudo, foi utilizado etanol e a casca de

jabuticabas liofilizada n&o passou por nenhum tipo de purificagéo prévia.

<Figura 4>

Utilizando a metodologia do radical ABTS, encontrou-se um valor de
9458 UMTEAC.g™' de amostra seca. Dai et al. (2009), trabalhando com diversas
espécies de blueberryes encontraram valores de 64,40 yMTEAC.g" + a 78.02
pMTEAC.g'1. Rufino et al.(2010) encontraram para a amostra seca de
jabuticaba, um valor de 138+3.1 UMTEAC.g"'.Este valor muito acima do
esperado condiz com o alto teor de antocianinas e compostos fendlicos totais
encontrados na casca e acima descritos. No entanto, Ferreira (2008),
encontrou para amora preta, um valor de TEAC de 2209,7+68,4 pM.g'1.

O valor do ensaio ORAC encontrado para o extrato do pé liofilizado de
casca de jabuticaba foi de 25514,24 UMTE.g" de matéria seca. Uma
publicagdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, de 2010,
apresenta uma lista com o poder antioxidante de 326 alimentos, baseada nos
valores de ORAC (U.S. Department of Agriculture, 2010). De acordo com esta
lista, o fruto que apresenta composigédo fendlica mais proxima da jabuticaba,
seria 0 acai, que possui 997 pMTE.g'1. Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001),
desenvolvendo a validacdo para o método de Orac, encontrou para o extrato
seco de blueberry um valor 10 vezes menor de 2792 uM PMTEg e para o

extrato liofilizado de casca de uva, um valor de 15675 pMTEg'1, porém neste
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estudo, foi utilizado como solvente extrator uma solugdo acetona: agua (50:50).
Utilizando esse mesmo solvente, Schauss et al. (2006), encontrou para o po
liofilizado de acai, um valor de 997 UMTE.g™" .O tipo de solvente utilizado &
uma questao relevante ao se discutir estes resultados, pois o0 método de
extracdo, a temperatura de extracdo e o processamento apds a extracdo sao
fatores que podem influenciar dramaticamente o resultado final. Sabe-se
também, que a genética, a época de colheita e as condi¢des ambientais podem
influenciar significativamente o conteudo de metabdlitos secundarios de plantas
(Wu et al., 2004). Além disso, o fruto da jabuticaba é pouco estudado e n&o foi
encontrado resultados deste ensaio realizados anteriormente com p6é liofilizado
de jabuticaba. Muitos estudos realizaram o ensaio de Orac considerando a
fruta fresca, assim, proporcionalmente, teriamos um valores de 5230,4 uMTE.g"
' e 1511 PMTE.g" para a casa de jabuticaba fresca e a fruta integral fresca,
respectivamente.

As anadlises cromatograficas das antocianinas da casca liofilizada de
jabuticaba revelaram a presencga de dois compostos (Figura 5): delfinidina-3-
glicosideo e cianidina-3- glicosideo, confirmadas pela comparag¢ao dos tempos
de retencdo com os de padrdes auténticos e também pela cromatografia
acoplada a espectrometro de massas (LC-ESI-MS/MS Q-ToF) (Figura 6). As
antocianinas identificadas no po liofilizado de casca de jabuticaba, bem como a
ordem de eluicdo, estavam acordo com a encontrada por Terci (2004), porém,
este estudo brasileiro identificou também a peonidina-3-glicosideo. Reynertson
et al. (2006), identificou em jabuticabas cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-

glicosideo, porém estes dois autores ndo descreveram o género utilizado,
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podendo ser este um fator determinante na constituicdo dos micronutrientes
encontrados no fruto.

<Figura 5, 6>

Como ja discutido por diversos autores, a jabuticaba poderia ser
considerada uma berry brasileira, sendo assim, sua composigao de
antocianinas é bem semelhante as berries, mais especificamente, blackberry,
na qual foram identificadas delfinidina-3- glicosideo e cianidina-3-glicosideo
(Dugo, Mondello, Errante, Zappia, e Dugo, 2001).

A figura 7 apresenta os resultados da quantificacdo de antocianinas de
casca de jabuticaba encontradas nesse trabalho O conteudo de antocianinas
totais quantificado por CLAE foi de 2599,3 mg.100g™" do p¢ liofilizado, sendo
que a cianidina 3-glicosideo (pico 2), foi a antocianina dominante (75,6% do

total de antocianina) (Figura 6).

<Figura 7>

Reynertson (2007) utilizando o fruto inteiro e seco, encontrou valores de
433 mg.100g™" para a cianidina-3-glicosideo e 81 mg.100g™ para a delfinidina-3
glicosideo. Considerando que ele trabalhou com o fruto inteiro, se fizéssemos o
calculo estimado, encontrariamos em nosso estudo 567 mg.100g™" para a
cianidina-3-glicosideo e 186.6 mg.100g™ para a delfinidina-3 glicosideo.

Favaro (2007) em seu trabalho com jabuticabas inteiras, encontrou um
valor de 25 mg de antocianinas a cada 100g da fruta inteira e fresca, um valor

100 vezes menor que o encontrado para o po liofilizado, porém, este autor
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trabalhou com uma forma de extracao diferente e quantificou na fruta inteira e
fresca , assim, fazendo um calculo proporcional, a quantidade de antocianina
para a fruta inteira e freca seria de 154 mg. 100g ™.

Brito, et al. (2007), também trabalhando com frutas tropicais ricas em
antocianinas, encontraram para o jamboldo uma ampla variedade de
antocianinas: delfinidina, petunidina, peonidina, e malvidina todos
apresentando-se como diglucosides. O composto principal na jamboldo foi 3,5
delfinidina -- diglucoside (256 mg.100g” de peso seco), seguido por Petunidina
3,5-diglucoside (245 mg.100 g, 3,5-Malvidina diglucoside (166 mg.100 g™'), 3-
5 peonidina deglucoside (75 mg.100 g™), e cianidina 3,5-diglucoside (29
mg.100 g”). Neste mesmo estudo, os autores analisaram a Jussara e foram
identificadas como principais antocianinas, cianidina 3-glicosideo (1358 mg.100

g’ de peso seco) e cianidina 3-rutinosideo (1565 mg.100 g™).

4. Conclusao

Neste estudo, a casca de jabuticaba liofilizada mostrou uma grande
capacidade antioxidante comprovada por todos os métodos antioxidantes
analisados, pela quantidade de compostos fendlicos encontrada e
principalmente pela concentragdo de cianidina-3-o —glicosideo e delfinidina-3- o
glicosideo. Porém, mais estudos sdo necessarios para identificar a seguranga

e a eficacia do po liofilizado de casca de jabuticaba em estudos in vivo.
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Figura 1

Comparacédo da metodologia de Lees e Francis (1972) adaptada para o pé

liofilizado.
Metodologia Metodologia
original adaptada
Fruta 100 g 0,1 gdo pod
Volume de solvente 500 ml 25 ml
Diluicdo da amostra 2 ml/100 ml 0,1 ml/ 5ml

*Quantidade do p¢ liofilizado de casca de jabuticaba
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Figura 2

Composigao centesimal do po liofilizado de casca de jabuticaba.

Desvio

Componentes (%m.m™) Teor (%) padréo

Agua 22,72 0,23
Lipideos 1,27 0,07
Cinzas 3.01 0,07
Proteina bruta 3,90 0,12
Fibra Bruta 6,45 0,28
Acucares redutores 40,95 0,57
Acucares redutores totais 59,04 0,99
Sacarose 17,18 Nd

Cada valor foi obtido por meio da média + desvio padrao de pelo menos trés replicatas; n.d. =
nao determinado
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Figura 3
Teores de compostos bioativos e atividade antiradical encontrados no pé

liofilizado de casca de jabuticaba.

Concentragao®
compostos fendlicos totais 556,28+20,37 gGAE® kg™
antocianinas totais 732,77+22,42mg.100g™

antocianinas monoméricas ~ 1514,82¢45,51 mg cyd 3-glu®.100g™

atividade anti-radical DPPH 45,38 pug.ml™
atividade anti-radical ABTS 9457,74+54,29 UMTEAC.g ™
atividade anti-radical Orac 25514,25+3037,24 yMTE.g™®

a Média de analises em ftriplicata

b valores expressos em equivalente de acido galico
¢ cianidina 3- glicosideo

d equivalente de Trolox
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Figura 4
Percentual da atividade antioxidante em fungdo da concentracdo de fendis

totais do extrato etandlico de casca de jabuticaba pelo ensaio de DPPH
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Figura 5

Cromatograma obtido a partir do extrato do pé liofilizado de casca de
jabuticaba. Condi¢cdes cromatograficas: coluna C18; fase movel agua
deionizada: acetonitrila:acido férmico 81:9:10 (v/v/v); volume de injecdo 20 uL e
deteccao espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm. Consulte a Figura 7 para

a identificagao de cada pico.
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Figura 6. Espectros de massas (MS/MS), para identificagdo de antocianinas em

po liofilizado de casca de jabuticaba.
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Figura 7. Identificagdo de antocianinas em casca de jabuticaba.

tR  [M]* MS/MS mg.100 g™ de peso
pico (min) (m/z) (m/z) antocianina seco fresco
1 7,38 465 303 delfinidina 3-O-glicosideo 635,3 130,2
2 10,879 449 287  cianidina 3-O-glicosideo 1964 402,6
total 2599,3 532,9
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Capitulo 3

Aumento do potencial antioxidante de plasma de ratos alimentados com casca de

jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg) liofilizada

(Artigo em fase de preparacgao para envio a revista Journal of Agricultural and Foof Chemistry)
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Resumo

O efeito da ingestdo de p6 de casca de jabuticaba liofilizada no potencial antioxidante do
plasma de ratos foi investigado em dois experimentos. No primeiro foi realizado um teste de
cinética de absorgdo. Trinta e cinco ratos machos, divididos em 5 grupos, receberam por
gavagem 7 mg de antocianinas/ 100 g de peso. A coleta de sangue foi realizada nos tempos 0,
30, 60 e 120 minutos. O potencial antioxidante foi quantificado no plasma por ORAC e TEAC.
Neste experimento ndo ocorreu diferenga significativa no potencial antioxidante plasmatico
quando comparados os diversos tempos. No segundo experimento, 40 ratos machos foram
divididos em 4 grupos que consumiram, respectivamente, 0, 1, 2 e 4% de p6 de casca de
jabuticaba liofilizada acrescido a dieta por 28 dias. Foi observado um aumento no potencial
antioxidante plasmatico (1.7 vezes pelo método de TEAC e 1.3 vezes por ORAC), porém a

concentracao de 4% nao apresentou efeito antioxidante.

KEYWORDS: Anthocyanins; antioxidant; jabuticaba; Myrciaria jaboticaba Vell berg; ORAC;
TEAC
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1. Introdugao

Parte de uma classe comum de fitoquimicos conhecidos como flavondides, as
antocianinas sao responsaveis pela cores vermelha, roxo e azul encontradas em muitos
vegetais, flores e frutas. A alta ingestao de frutas e vegetais esta cada dia mais relacionada a
redugédo do risco de cancer e doengas cardiovasculares e as antocianinas podem contribuir
para este efeito. Frutos com um alto conteido de antocianinas tém uma elevada capacidade
antioxidante e os seus efeitos benéficos podem estar relacionados a sua atividade antioxidante
in vivo. Porém, ainda é incerto se o consumo de antocianinas contida nos alimentos aumenta
significativamente os niveis de antioxidantes in vivo (1). A biodisponibilidade de antocianinas
tem se mostrado extremamente baixa, e a proporgéo absorvida pode ser menos de 0,1% da
dose ingerida (2). No entanto, muitos estudos utilizam extrato de antocianina purificado e
poucos tém investigado os efeitos dos alimentos em sua forma integral na absorgdo de
antocianinas e atividade antioxidante. As antocianinas raramente sdo ingeridas de forma
isolada, mas sim em combinagdo com outras matrizes de alimentos e outros flavondides (7).
Apesar da atividade antioxidante de antocianinas demonstrada in vitro, possivel conformagao
de seus efeitos in vivo depende, principalmente, da absorcdo, metabolismo, distribuicdo nos
tecidos e excregdo. Ha ainda consideravel incerteza sobre o mecanismo preciso da absorg¢ao
de fendlicos da dieta a partir do trato gastrointestinal. Porém, sabe-se que as antocianinas
podem estar presentes no sangue tanto na sua forma glicosilada como na forma aglicona.
Contudo, do ponto de vista nutricional, a simples presenga de um composto bioativo em
alimentos ndo garante seu efeito bioldgico. E importante que seja determinada a estabilidade
do composto durante a passagem pelo trato gastrintestinal (absorc¢ado), distribuigéo,
metabolismo e os efeitos sobre os indicadores de possiveis agbes biologicas. Assim, a
atividade antioxidante seria um primeiro passo para se presumir sobre possivel atividade
bioldgica in vivo (3).

Uma gama de ensaios sao atualmente utilizados para medir a atividade antioxidante de
diversos compostos e alimentos; dentre eles, o ensaio de capacidade de absor¢édo de oxigénio
(ORAC) merece destaque. Outras medidas comuns de capacidade antioxidante incluem a
redugéo de ions ferro (FRAP) e o ensaio de equivaléncia de Trolox (TEAC). Estes ensaios séo

baseados em diferentes mecanismos que utilizam diferentes fontes de radicais ou oxidantes e,
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por consequéncia, produzem resultados que nem sempre apresentam correlagdes diretas entre
eles (4). O teste ORAC é considerado por alguns como um método preferivel, devido a sua
importancia biolégica para determinar antioxidantes in vivo, por este motivo tem sido
amplamente aplicado na avaliagao da capacidade de eliminagédo de radicais livres do plasma
humano, e de animais, proteinas, DNA, além compostos antioxidantes de substancias puras,
plantas e extratos de alimentos (5). Esta metodologia pode simular bem algumas das
condicdes fisioldgicas, como a temperatura e o pH sanguineos. O ensaio de ORAC utiliza o
radical peroxila, em parte semelhante a alguns dos radicais de sistemas biolégicos, e € o Unico
meétodo que combina o tempo e o grau de inibigdo na avaliagdo da capacidade antioxidante (6).

A técnica de TEAC também tem se mostrado eficaz para determinagédo da atividade
antioxidante de alimentos e até mesmo do plasma sanguineo de ratos € humanos por se tratar
de um meétodo simples, que diferente do ORAC, é baseado nas reagdes de transferéncia de
elétrons (7) e, por esse motivo, foi um dos métodos de escolha para nosso estudo. Dessa
forma, objetivo deste estudo foi verificar se 0o consumo de diferentes propor¢cdes de pd de
casca de jabuticaba liofilizado na dieta e o tempo de ingestao podem ter efeito antioxidante no

plasma de ratos através dos ensaios de TAC e ORAC.

2. Material e Métodos
2.1. O fruto

Os frutos de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba Vell berg) foram adquiridos de um
mercado local de Campinas durante a safra de setembro de 2008. Os frutos foram lavados e
despolpados manualmente, as cascas foram congeladas a -18°C (8) em pacotes de 500

gramas.

2.2. Preparo das cascas de jabuticabas liofilizadas

As cascas previamente congeladas a —18°C foram liofilizadas em liofilizador Liobras a
30°C e 300 puHg por 95 h. A producgdo do liofilizado foi feita pela trituragcdo da casca em
processador industrial Sire Cutter, e posteriormente em Micro Moinho (Marconi) (9). O produto
liofilizado (um pé de casca de jabuticaba) foi armazenado a —80°C.

2.3. Determinagao dos macronutrientes
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O teor de proteina foi determinado por Kjeldahl (10), de umidade e cinzas pelo método
do Instituto Adolfo Lutz (11) e lipidios por Bligh & Dyer (12) aglcares totais pelo método de

Lane & Eynon (13).

2.4. Extracao de antocianinas para identificacao por Expectrometria de Massas e
quantificagdo por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)

2.4.1. Descrigao da metodologia de preparo das amostras de jabuticaba para analise de
antocianinas.

Um grama da casca de jabuticaba liofilizada foi pesado e colocado em um tubo de
centrifuga. A amostra foi extraida com 15 mL de metanol / agua / acido acético (85:15:0.5, v/ v,
MeOH). A amostra foi entdo agitada em vortex por 30 segundos € mantido em ultrassom 5min.
O tubo foi agitado e mantido em temperatura ambiente por 10 minutos, sendo agitado em
vortex durante 30 s apdés 5 min. O tubo foi entdo centrifugado a 4550g por 10 min e o
sobrenadante removido. A amostra foi extraida uma mais vez com 10 mL de MeOH/H20O/AcAc
utilizando o mesmo procedimento, e os sobrenadantes foram combinados..A solugao foi filtrada

em filtro Teflon de 0,22 uym (74).

2.4.2. Descrigao da metodologia para analise de antocianinas por espectrometria
de massas

A identificagdo de antocianinas de casca de jabuticaba foi realizada a partir do extrato
supracitado. Cinco microlitros do extrato foram diluidos em 995ul de metanol: H20 (1:1) e 0,1%
de acido férmico.

Para ESI, um espectrémetro de massas Q-TOFmas (Micromass, Manchester, Reino
Unido) foi utilizado. As condi¢des gerais foram: temperatura da fonte 100 ° C, a tens&o capilar
de 3 kV de tensdo e cone de 35 V. As medicdes foram realizadas por infusdo direta com uma
taxa de fluxo de 10 pl.min-1, utilizando uma bomba (Harvard Apparatus). Espectros de massa
foram adquiridos e acumulou mais de 60 espectros, sendo estes submetidos a varredura no
intervalo entre 100 e 1000 m / z.
2.4.3. Descrigdo da metodologia para analise de antocianinas por cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodos (HPLC-PDA)
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O método de CLAE para quantificacao de antocianina foi baseado em Favaro (715), com
algumas modificagbes. As analises foram conduzidas em um HPLC (Waters 2996) sistema
equipado com um detector de arranjo de diodos (Waters 515), software Empower. A separagéo
de antocianinas foi feita com uma coluna C18 (ODS2,comprimento = 25,0 cm, didmetro interno
= 4,6 mm, tamanho de particula = 5 ym e tamanho de poro = 100 A, Varian, Microsorb MV). A
fase movel utilizada foi agua deionizada: acetonitrila: acido férmico (81:9:10 v/v/v) . A eluigao
foi isocratica e em fase reversa, e o volume de vaz3o de fase mével de 1, 0 m L min™ ,0 volume
de injecao foi de 20 pL, o tempo de eluigcdo de 40 min e a deteccao feita em 520, 525 e 540 nm.
O pico de identificagdo de cada antocianina foi com base na comparacao do tempo de retengéo
relativo (TR), porcentagem area do pico, € os dados espectrais com os padrdes de antocianina.
Posteriormente, para os estudos de quantificagdo de ACYS individuais por HPLC foram
utilizados 3 padrées de ACYS, cianidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-galactosideo e
delfinidian 3-O- glicosideo adquiridos da empresa Extrasynthese. As curvas padrbes para
todas as antocianinas foram determinadas utilizando os padrées descritos acima utilizando as
mesmas condi¢cdes cromatograficas descritas acima.

Para a quantificagdo de antocianinas nas frutas, o liofilizado das cascas de jabuticaba
foi extraido conforme o item 4.7.1, o extrato foi diluido, filtrado em filtros (0,45 ym) e aplicadas

em cromatégrafo utilizando-se as mesmas condi¢cdes cromatograficas utilizadas descritas.

2.5. Ensaios Biolégicos - Administragao de p6 de casca de jabuticaba em ratos
2.5.1. Testes de cinética absorcdo de compostos fendlicos de pé liofilizado de casca
jabuticaba utilizando as analises antioxidantes no plasma

Foram utilizados 35 ratos machos adultos da linhagem Wistar SPF, com peso médio de
242,05+8,29 g, procedentes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo na Area de Ciéncia de
Animais de Laboratério (CEMIB) da UNICAMP, distribuidos em 5 grupos de 7 animais cada,
com administragao de ragao comercial durante os 7 primeiros dias para adaptagao e posterior
divisdo dos grupos. Os animais foram mantidos durante todo o experimento em temperatura
controlada (22 £ 2 °C), com periodos alternados de claro e escuro de 12 horas.

Apos jejum de 24 h, conforme descrito por Suda et al. (16), os ratos foram pesados

para calculo da quantidade de p6 de casca de jabuticabas a ser administrada. O pé casca de
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jabuticaba foi dissolvido em agua destilada em uma concentragdo tal que proporcionou
ingestdo de 7 mg de antocianinas/100 g de peso corporeo. A solugdo aquosa foi administrada
por gavagem. Para a determinacao da cinética de absorgéo, cada grupo foi eutanasiado em 15,
30, 60 e 120 minutos apds a administragdo da solugao de pd liofilizado de casca de jabuticaba,
por decapitagdo, sendo que o grupo controle recebeu agua por gavagem. O plasma foi obtido
pela centrifugagdo do sangue e armazenado em freezer ultra low (-80°C) para analises
posteriores.

O experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA)
tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal- CEE/Unicamp.

Universidade Estadual de Campinas, Brasil (Protocolo n ©1628-1).

2.5.2. Ensaios “in vivo” para estudo da atividade antioxidante de p¢ liofilizado de casca
de jabuticaba

Para este ensaio, foram utilizados 32 ratos machos adultos, da linhagem Wistar SPF
(peso individual de aproximadamente 250g), divididos em 4 grupos de 8 animais cada. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais e receberam ragéo AIN — 93M (17), acrescida
de p6 de cascas de jabuticaba. Os grupos teste, com 8 animais cada, receberam dieta
adicionada de 0, 10, 20 e 40 g de p6 de cascas de jabuticaba/kg de dieta ,conforme pode ser
verificado na Tabela 1. Quantidades suficientes de sacarose foram adicionadas as dietas para
que os agucares estivessem presentes na mesma concentragdo encontrada no po liofilizado de
casca de jabuticaba (Tabela 1)(78). Os grupos foram denominados de GO, o grupo controle, G1
0 que recebeu 1%, G2 o que recebeu 2% e G4 o que recebeu 4% do po liofilizado de casca de
jabuticaba por kg de dieta. O grupo controle (8 animais) néo teve adigdo do p6 na dieta. O
tratamento teve duragdo de 28 dias para todos os grupos. Os animais foram mantidos durante
todo o experimento em temperatura controlada (22 + 2 °C), com periodos alternados de claro e
escuro de 12 horas.

Todos os animais foram pesados a cada 2 dias e a ragdo consumida foi quantificada .
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Posteriormente, os animais foram eutanasiados por decapitagdo, o sangue foi coletado
em tubos heparinizados e o plasma foi obtido por centrifugagdo. As amostras de plasma foram
armazenadas em freezer ultra low para posteriores analises de atividade antioxidante.

O experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA)
tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal- CEE/Unicamp,

Universidade Estadual de Campinas, Brasil (Protocolo n °1627-1).

<Tabela 1>

2.6. Preparo do plasma para os ensaios antioxidantes

As amostras de plasma armazenadas a -70 °C foram descongeladas lentamente e
agitadas em vortex. Para este preparo, foi utilizada a metodologia proposta por Prior et al. (19),
com algumas adaptagdes. Cinqlienta microlitros de plasma foram transferidos para um
ependorf, e adicionados de 100uL de etanol e 50uL de agua destilada. Essa solugdo foi agitada
por 30 seg. em vortex e posteriormente foram adicionados 200 yL de acido metafosforico (0,75
moI.L'1) . Novamente a mistura foi agitada por 30 seg. em vortex e centrifugada por 5 minutos a
14000 rpm e 10 °C.

O sobrenadante foi removido e estocado a -70 ° para analise do radical ABTS. Para a
analise de Orac, 80 uL do sobrenadante foram diluidos com 420 uL de tampao fosfato

(0.075M) de pH 7,4.

2.7. Determinacgao da capacidade de seqiiestrar radicais livres utilizando o método ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio para determinagdo da capacidade antioxidante nas amostras foi realizado a
partir do plasma preparado em microplacas. Para o ensaio, foram adicionados 20 uL da
solucdo de plasma (com concentragao final de 0.027 uL de plama por uL de solugéo) 120 L
de fluoresceina em tampéao fosfato de potassio (pH 7,4) na concentragéo final de 0,378 pg/mL
(preparada a partir de uma solugéo estoque de 3,87 mg/mL) e 60 uL de AAPH (2,2 -azobis (2-

methylpropionamidine) dihydrochloride, 108 mg. mL", em agua . A solugdo de AAPH foi
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preparada minutos antes de ser colocada na placa. Para o branco, o extrato foi substituido por
tampao fosfato de potassio. Como padrao foi utilizado Trolox em tampéao fosfato de potassio
(0,1; 1,0; 10; 25; 50; 80 e 100 uM). Apds a adigéo de todos os reagentes na placa, foi realizada
a leitura da fluorescéncia, a cada 1 minuto, por 80 minutos. Foram utilizados os seguintes
filtros: emissao 520 nm e excitagdo 485 nm. O extrato foi determinado em ftriplicata. As leituras

da fluorescéncia foram utilizadas para os devidos calculos (20).

2.8 Determinagoes da capacidade de seqiiestrar radicais livres por ABTS

O teste foi realizado baseado nos autores Rufino et al. (21) e Le, Chiu e Ng (22) com
modificagdes. Preparou-se uma solugao catidnica de ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-
6-sulfonado), misturando 5 mL de solugao de ABTS 7,0mM e 88uL da solugéo de persulfato de
potassio 2,45mM. Esta reagiu por 12 horas, em temperatura ambiente e auséncia de luz.
Posteriormente, se adicionou agua miliQ a solugéo até obter um valor de absorbancia de 0,700
(x0,05) a 754nm em leitor de placa da marca Novostar BMG LABTECH. A determinacao da
absorbancia das amostras foi realizada em temperatura ambiente, 23°C (x1), apés 6 minutos
de reagao. Como padrao desse ensaio foi utilizado como antioxidante de referéncia o Trolox. .
Para preparo da amostra, foi utilizada a solugao de plasma (concentragao final de 0.125 L de
plama por pL de solugdo). Em uma microplaca transparente de 96 pogos, foram adicionadas

250 pL de solugdo de ABTS e 50 L da solugao de plama.

2.9. Andlise dos resultados

No primeiro momento, fez-se a analise de varidncia para verificar a significAncia dos
tratamentos para cada variavel e em seguida aplicou-se a analise de regresséao, por se tratar
de uma variavel quantitativa (concentragao).

Realizou-se a analise de regressao para modelar a relagao entra a variavel analisada e
a concentragdo da substancia. Utilizou-se nivel de significancia de 5% para estimar os
parametros do modelo das regressdes. Para as variaveis analisadas optou-se pelo ajuste do
modelo linear e do modelo quadratico, o critério de escolha entre os modelos foi o coeficiente
de determinacgao (RZ) e se os parametros estimados eram significativos ou ndo. Os pacotes

estatisticos Microsoft Excel (23) SAS (24) e Sisvar (25) foram utilizados.
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3. Resultados e discusséao

3.1 Determinag6es do percentual das fragoes (polpa/semente e casca), rendimento do pé
liofilizado, determinagido dos macronutrientes e identificagdo e quantificagdao de
antocianinas

A porcentagem média de casca em relagéo ao fruto foi de 28.9%+4.92, sendo que a
porcentagem de polpa e sementes observada foi de 66.82% 14.92. O peso médio do fruto foi
de 5.63 g £1.00, e o rendimento médio do processo de liofilizagao foi de 20.5%.

A determinagdo da composicdo centesimal de po liofilizado de casca de jabuticaba
encontra-se na Tabela 2. Observa-se pelos dados que o pd é constituido principalmente de
agucares e agua, e em menores proporgoes, fibras e cinzas. Donadio (26) encontrou valores
semelhantes para o fruto inteiro, sendo 3,4% de cinzas, 4% de proteina bruta, e 4,52% de fibra
bruta. Os outros componentes, principalmente agua a agucares diferiram bastante, pois este

autor trabalhou com o fruto inteiro e in natura.

<Tabela 2>

A anadlise cromatografica das antocianinas da casca liofilizada de jabuticaba revelou a
presenca de dois compostos (Figura 1): delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3- glicosideo,
confirmadas pela comparagdo dos tempos de retengcdo com os de padrbes auténticos e
também pela cromatografia acoplada a espectrometro de massas (LC-ESI-MS/MS Q-ToF)
(Figura 2).

<Figura 1-2>
A Tabela 3 apresenta os resultados da quantificagdo de antocianinas de casca de
jabuticaba encontradas nesse trabalho. O conteido de antocianinas totais quantificado por
CLAE foi de 2599,3 mg.1OOg’1 do po liofilizado, sendo que a cianidina 3-glicosideo (pico 2), foi

a antocianina dominante (75,6% do total de antocianina) (Figura 6).

<Tabela 3>
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3.2 Ganhos de peso

Considerando os animais que ingeriram ragdo experimental, ndo houve nenhuma
diferenga significativamente estatistica entre a ingestdo de ragdo de GO, G1, G2 e G4. Na
Tabela 4, pode-se verificar a ingestdo de antocianinas em mg/ 100 g de peso. As analises
indicaram que o ndo houve nenhuma diferenga no ganho de peso entre animais que nao
consumiram o pé e entre que consumiram as diferentes dietas. Além disso, ndo foi observada
nenhuma diferenga estatistica no peso do figado do grupo controle e dos grupos
experimentais. O mesmo resultado foi encontrado também por Tsuda (27), que trabalharam
com ratos alimentados com dietas adicionadas de Cyanidin 3-O-B-D-Glucoside purificada

(95%), a mesma antocianina predominante na jabuticaba.

<Tabela 4>

3.3 Testes de cinética absorcido de compostos fendlicos de poé liofilizado de casca
jabuticaba utilizando as analises antioxidantes no plasma

3.3.1 Atividade anti-radical ABTS e ORAC

N&o houve diferenga significativa entre as concentragdes aplicadas para a resposta das
variaveis ABTS e ORAC, para nenhum dos tempos aplicados, 0, 15, 30, 60 e 120 minutos,
considerando uma ingestdo de 7 mg/ 100 g de peso do animal.Os parametros do modelo n&o
apresentaram significancia tanto no efeito linear quanto para o efeito quadratico. Suda et
al.(28), trabalhando com absorgao de antocianinas aciladas provenientes de batata doce roxa,
encontrou um aumento de 1.5 vezes na atividade antioxidante plasmatica de ratos, 30 minutos
apos a ingestdo por gavagem de 14,63 mg of Pn 3-Cafasop-5-glc equivalent/100 g de peso
corporal. Neste caso, sugere-se que a dose nao foi suficiente para se verificar efeito, ou o

tempo deveria ser mais fragmentado para que esta diferenca fosse verificada.
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3.4 Ensaios “in vivo” para estudo da atividade antioxidante de p¢ liofilizado de casca de
jabuticaba
3.4.1 Ensaio de ABTS

Os resultados da analise de ABTS do plasma dos ratos tratados com ragéo adicionada
das cascas de jabuticaba em diferentes concentragbes s&o apresentados na Figura 3. As
estimativas dos paradmetros bem como o teste de hipotese associado, indicaram que o efeito
linear e o intercepto devem compor o modelo selecionado para descrever o ABST.

De acordo com a Figura 3, pode-se perceber uma tendéncia quadratica crescente, ou
seja, a medida que a concentragdo do p6 de casca de jabuticaba liofilizada acrescido a dieta é
aumentada, os niveis de ABTS aumentam até a dose ideal, a partir desse ponto os valores
voltam a decrescer mesmo com os niveis de concentragdo aumentando. A dose ideal para
esse tipo de estudo é de 23 g de casca de jabuticaba liofilizada por kg de dieta, o teor de TAC
estimado é de 22,78 Eq trolox.pL'1 de acordo com o modelo ajustado. Neste caso, a

capacidade antioxidante aumentou 1.7 vezes quando comparado ao grupo controle.

3.4.2 Ensaio de ORAC
O coeficiente de variacido obtido foi consideravelmente satisfatério indicando uma boa
precisdo para o experimento. O valor de R? foi de 99,69 % sendo um indicativo de bom ajuste

para o modelo selecionado, conforme pode ser verificado na Figura 4.

< Figura 4>

Verificamos que ha uma tendéncia quadratica no comportamento da resposta
antioxidante em fungdo da concentragdo de casca de jabuticabas liofilizadas nas dietas
(significancia de 0.05%)

A dose para se atingir maxima capacidade antioxidante foi de 2% (20 g de casca de
jabuticaba liofilizada por kg de ragéo), com valor de ORAC plasmatico estimado de 22,96 Eq
trolox.uL’1.

Neste caso, a capacidade antioxidante aumentou 1.3 vezes quando comparado ao

grupo controle. Tsuda et al. (27) trabalhando com dieta de Cianidina 3-O-B-D-Glucoside
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purificada para ratos, e utilizando a metodologia de peroxidagao lipidica no plasma para analise
de potencial antioxidante, conclui que o grupo alimentado com cianidina teve um aumento da
resisténcia a oxidacdo no soro. Este estudo analisou também antioxidantes fisiolégicos do
plasma e as fracdes de colesterol e concluiu que a acdo antioxidante da Cianidina 3-O-3-D-
Glucoside purificada parece ser devido a um efeito antioxidante direto.

Mazza et al.(29), constataram a capacidade antioxidante aumentada em humanos apoés
o consumo de uma refeicdo experimental rica em gordura e acrescida de po liofilizado de
blueberries, quando medida pelo ensaio ORAC, mas, este potencial nao sofreu aumento
quando medido por TEAC (Capacidade antioxidante equivalente a Trolox). Cao et al. (30)
também encontraram um aumento da capacidade antioxidante plasmatica pelo ensaio ORAC,
ao avaliar seres humanos que ingeriram 10 por¢bes de frutas e vegetais diariamente. O
aumento de 3 vezes na capacidade antioxidante do plasma de humanos também foi ressaltada
por Mertens-Talcott et al.(37) em trabalho realizado com polpa de agai.

No estudo em que foi avaliada a capacidade antioxidante plasmatica apdés consumo de
suco de Blackberry com leite e com agua, percebeu-se que em ambos os testes utilizados,
DPPH e Orac, ocorreu um aumento na capacidade antioxidante. No entanto, pelo teste de
Orac, quando comparados o tempo inicial e 4 h apés consumo de suco de Blackberry com
agua, houve um aumento de 23% na capacidade antioxidante (3).

Hassiomotto et al. (2) trabalhando com metabolismo e atividade antioxidante de amora
preta em ratos, relatou que apenas 0,11% do total de antocianina ingerido foi absorvido, porém,
foi suficiente para aumentar a capacidade antioxidante do plasma avaliados pelo método de
oxidagao do acido linoléico. O maximo valor de atividade antioxidante encontrado foi alcangado
apos 15 e 30 minutos da administragcdo do extrato rico em antocianina, com 44 + 5 e 40 + 5%
de inibicao, respectivamente, correspondente ao valor mais elevado de concentragao cianidina
total no plasma. Depois 1 a 4 horas de administragado, a capacidade antioxidante do plasma
diminuiu, mas era ainda maior (x 30%) do que o nivel basal (-3,8% + 1,2%). Suda et al. (16),
também avaliando atividade antioxidante, porém em ratos que receberam extrato concentrado
de batata doce roxa, encontraram um aumento do potencial antioxidante plasmatico (1.5 vezes
maior), apds 30 minutos decorridos da administragdo. Esse aumento foi diretamente

relacionado com as antocianinas identificadas no plasma.
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Walton et al. (1), trabalhando com pé concentrado de antocianina (32.9% de pureza)
em porcos, obtiveram um resultado diferente do encontrado nos outros estudos, pois a
atividade antioxidante foi observada apenas para o teste de FRAP e nao para o teste de Orac,
diferente do que foi observado no presente estudo.

Nos dois ensaios antioxidantes, ABTS e ORAC, o grupo que recebeu uma
concentracdo de 4% de casca liofilizada por quilo de dieta, ndo apresentou nenhum efeito
antioxidante no plasma, assim, conclui-se que os compostos fendlicos podem inibir os
processos da oxidagdo em certos sistemas, mas isso ndo significa que eles possam proteger
as células e os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos podem
apresentar atividade pro-oxidante em determinadas condigbes (32). As células humanas
geralmente encontram-se em estado reduzido, mas algum grau de oxidagéo localizada é
necessario para fungdes importantes, de forma que a sobrecarga de compostos redutores pode
influir negativamente em suas fungdes normais .Um excesso de antioxidantes redutores pode
acarretar inibicdo da proliferagdo celular, por prevenir o estado transitério de oxidagido e
diminuir a adaptagao ao estresse oxidativo. Pode ainda reduzir metais de transigao livres que
se tornam potentes catalisadores de reagdes em cadeia iniciadas por radicais livres Cerqueira

(33).

4. Conclusao

Nesse estudo evidenciou-se o aumento significativo (p = 0.05) no potencial antioxidante
de plasma de ratos tratados com casca de jabuticabas. Os resultados levam a crer que
excesso da ingestdo de antocianinas de casca de jabuticaba podem levar a decréscimo da
atividade antioxidante, o que pode sugerir que a ingestdo de antocianinas pode ter um valor

6timo para individuos saudaveis.
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Tabela 1

Composicdo da dieta experimental

Ingredientes quantidade, g/kg de dieta

po liofilizado de casca de jabuticaba 0 10 20 40
Amido 465,7 465,7 465,7 465,7
Dextrina 155 155 155 155
Caseina 142 142 142 142
sacarose 100 93,1 86,2 72,4
Fibra 50 50 50 50
6leo de soja 40 40 40 40
mix mineral 35 35 35 35
mix vitaminico 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8 1,8
bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
terc butil 0,008 0,008 0,008 0,008

Dieta elaborada de acordo com a metodologia (77) com algumas adaptagdes para a utilizagdo do p6 de casca de

jabuticaba liofilizada.
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Tabela 2

Composicao centesimal do p¢ liofilizado de casca de jabuticaba

Componentes (%m.m™") Teor (%) DP

Agua 22,72 0,23
Lipideos 1,27 0,07
Cinzas 3.01 0,07
Proteina bruta 3,90 0,12
Fibra Bruta 6,45 0,28
Acucares redutores 40,95 0,57
Acucares redutores totais 59,04 0,99
Sacarose 17,18 Nd
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Figura 1

Cromatograma obtido a partir do extrato do p¢ liofilizado de casca de jabuticaba. Condigbes
cromatograficas: coluna C18; fase movel agua deionizada: acetonitrila:acido férmico 81:9:10
(v/viv); volume de injecdo 20 uL e detecgdo espectrofotométrica em 520, 525 e 540 nm.

Consulte a Figura 7 para a identificagdo de cada pico.
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Figura 2 Espectros de massas (MS/MS), para

liofilizado de casca de jabuticaba

identificacdo de antocianinas em poé
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Tabela 3. Identificacdo de antocianinas em casca de jabuticaba.

tR IM]"  MS/MS mg.100 g”' de peso
pico (min) (m/z) (m/2) antocianina seco fresco
1 7,38 465 303 delfinidina 3-O-glicosideo 635,3 130,2
2 10,879 449 287 cianidina 3-O-glicosideo 1964 402,6
total 2599,3 532,9
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Tabela 4. Ingestao de dieta e antocianinas.

Ingestdo de casca de

Ingestao de dieta jabuticaba Ingestao de antocianinas
grupos g/dia DP mg/dia DP mg/100 g de peso corpéreo  DP
GO 21,2 1,4 0 0 0 0
G1 21,4 1,1 214 11 1,57 0,13
G2 22,8 1,5 456 30 3,36 0,13
G3 22,1 1,6 884 63 6,53 0,35

77



Figura 3
Relagao entre as concentragdes do p6 de casca de jabuticaba liofilizada na dieta e a resposta

antioxidante pelo ensaio de ASTS
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Figura 4
Relagao entre as concentragdes do p6 de casca de jabuticaba liofilizada na dieta e a resposta

antioxidante pelo ensaio de Orac
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Capitulo 4

Diminuigao da glicose sanguinea, colesterol total e do LDL-colesterol pela adi¢do da
casca de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg) liofilizada a dieta de ratos Wistar
adultos

(Artigo em fase de preparagao para envio a revista Journal of Food Chemistry)

Alice Vieira Leite®*, Maria Francesca Riccio®, Marcos Nogueira Eberlin®, Glaucia Maria
Pastore®, Mario Roberto Maréstica Junior®

@School of Food Engineering, University of Campinas-UNICAMP, P.O. Box 6121, 13083-862
Campinas-SP, Brazil

®ThoMSon Mass Spectrometry Laboratory, Institute of Chemistry, University of Campinas -
UNICAMP, 13083-970 Campinas, SP, Brazil

*alicevleite@gmail.com

Resumo

Investigou-se o efeito da casca de jabuticaba liofilizada sobre as concentragdes
plasmaticas de glicose, fragcbes lipidicas, aspartato aminotransferase e alaniana
aminotrasferase em ratos Wistar machos adultos. Os animais distribuidos nos grupos GO,
grupo controle, G1, G2 e G4 os grupos que receberam 1, 2 e 4%, respectivamente, do pé
liofilizado de casca de jabuticaba adicionada a dieta AIN-93M. A suplementagédo reduziu as
concentragcdes de glicose nos grupos G1 e G2, porém no grupo G4 esse efeito nido foi
encontrado. O colesterol total sofreu redugédo para os animais tratados com 1% de cascas de
jabuticabas em relagdo ao grupo controle, mas os animais tratados com 2 e 4% de casca de
jabuticaba sofreram aumento no colesterol total e da fragao LDL-colesterol; porém, o valor para
colesterol total apresenta-se dentro da faixa normal para ratos Wistar. Os triacilgliceréis e a
fracdo HDL-colesterol ndo sofreram alteragbes significativas. Os resultados indicam um
possivel beneficio da suplementagdo da casca de jabuticaba na reducdo da glicemia
plasmatica, dos niveis de LDL e colesterol total e a possivel existéncia de uma dose
recomendada.

KEYWORDS: Anthocyanins; antioxidant; jabuticaba; Myrciaria jaboticaba (Vell.) berg; plasma
lipids, glucose.
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1. Introdugao

A ingestdo de uma dieta rica em antioxidantes e com pouca quantidade de gorduras
pode reduzir o risco de obesidade e resisténcia a insulina. Um numero de relatérios recentes
indicam que o consumo de frutas e verduras, especialmente aqueles ricos em polifendis, pode
auxiliar na diminuigdo da incidéncia de diabetes tipo 2, uma condi¢do associados com a
resisténcia a insulina. Dessa forma, defende-se que o consumo de alimentos com
determinadas propriedades poderia auxiliar de forma geral na manutengao da saude, atuando
na regulagdo, por exemplo, dos niveis de glicose no sangue e influenciar na producdo de
insulina. Porém, existem poucas evidéncias clinicas de que os alimentos podem fazer isso. No
entanto, estudos demonstram que os antioxidantes, incluindo antocianinas, protegem as
células B pancreaticas do estresse oxidativo (Ghosh e Konishi, 2007). Recentemente
Jayaprakasam, Vareed, Olson e Nair (2005), verificaram, em estudo in vitro com cultura de
células pancreaticas, que a cianidina-3-glicosideo e a delfinidina-3-glicosideo foram as
antocianinas mais eficazes no aumento da secregdo de insulina. Zhang, Jayaprakasam,
Seeram, Olson, Dewitt e Nair (2004) também relataram no estudo com casca de uva, um
aumento da secregdo de insulina, sugerindo que o consumo de uva pode contribuir para a
reducao da incidéncia de diabetes tipo 2.

As antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul) sdo pigmentos
vegetais responsaveis pela maioria das cores azul, roxa e a maioria das tonalidades de
vermelho encontradas em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas (Markakis,
1982). Sdo compostos soluveis em agua e altamente instaveis em temperaturas elevadas
(Shahidi e Naczk, 1995) e pertencem a classe mais comum de compostos fendlicos,
conhecidos coletivamente como flavondides, com mais de 8000 flavondides e 500 estruturas
de antocianinas relatadas no ano 2000 (Pietta, 2000). Durante as duas ultimas décadas
diversos estudos investigaram efeitos protetores provocados pelos compostos fendlicos
presentes em varias frutas e legumes. Estes efeitos incluem agéo antioxidante, anti-alérgica,
anti-inflamatdria, anti-viral, anti-proliferativa, anti-mutagénica, anti-microbiana, anti-cancerigena,
protecdo de danos cardiovasculares e alergia, melhora da microcirculagao periférica,

prevencgao da fragilidade capilar, a prevengao de diabetes (Ghosh et al., 2007).
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Em contrapartida, o aumento na formagédo de radicais livres pode desempenhar um
papel importante na carcinogénese, aterosclerose, diabetes, enfisema, cataratas e outras
doengas degenerativas. Este aumento de radicais sdo detectados na maioria dessas
patologias. No entanto, em muitos casos, ndo é facil para diferenciar se este aumento de
radicais € a causa ou consequéncia da doenga.Os radicais livres séao
mediadores, disparadores ou executores dos mecanismos essenciais de prote¢do, tais como
apoptose, fagocitose e reagdes de desintoxicagcdo. Entre estes mecanismos, apoptose, que
elimina células pré-cancerosas e cancerigenas e células danificadas por virus (Salganick,
2001).

Assim, existem evidéncias recentes de que certo nivel destas espécies ¢é
imprescindivel para muitas fungdes fisiolégicas. Por exemplo, o enovelamento de proteinas
nascentes no reticulo endoplasmatico ocorre em um meio mais oxidante que o restante da
célula para a formacgido de pontes dissulfeto. Também, muitos genes sdo transcritos apos
oxidagdo transitéria e baixas concentragbes de alguns oxidantes estimulam a proliferagédo
celular. Questiona-se até que ponto as estratégias de aumento de defesas antioxidantes por
meio de nutrientes seriam benéficas, considerando-se que o excesso consumido podera, ao
longo da evolugéo, remover a pressao que modela sistemas enddgenos, levando a uma sub-
regulacdo ou nao expressdo de genes envolvidos com a defesa antioxidante enddgena
(Cerqueira, Medeiros e Augusto, 2007).

Deste modo, as antocianinas parecem estar envolvidas em muitas atividades bioldgicas
que podem impactar positivamente ou negativamente (quando em excesso) na saude e estas
acbes podem ser mediadas por suas atividades antioxidantes e /ou agdes moduladoras nas
células. A maioria dos estudos utiliza modelos “in vitro”. Os modelos “in vitro” sdo vantajosos
por serem mais rapidos e baratos em relagdo aos modelos “in vivo’; entretanto, os ultimos
podem oferecer vantagens em relacdo aos primeiros para avaliagdo de componentes
alimentares, como estudo da absorgdo, metabolismo e outros efeitos fisiolégicos de forma mais
confiavel. Sendo assim, para compreender melhor as propriedades das antocianinas e seus
efeitos sobre a saude, é necessario que se fagam mais investigagbes sobre a absorgao e

metabolismo desses compostos fendlicos (Felgines, et al. 2008).
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De forma geral, poucos estudos tém sido publicados utilizando a jabuticaba, assim, o
presente trabalho teve como objetivos investigar se a adicdo de casca de jabuticaba liofilizada
a dieta nas proporgdes de 1, 2 e 4%, poderia resultar em efeitos nos niveis séricos de glicemia,
colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, alanina aminotransferase, aspartato

aminotransferase e propor uma dosagem ideal a ser administrada em ratos adultos saudaveis.

2. Material e Métodos
2.1. Preparo das cascas de jabuticabas liofilizadas

Os frutos de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg) foram adquiridos de um
mercado local de Campinas durante a safra de setembro de 2008. Os frutos foram lavados e
despolpados manualmente, as cascas foram congeladas a -18°C (Soares, Welter, Kuskoski,
Gonzaga, Fett, 2008) em pacotes de 500 gramas. As cascas previamente congeladas a —18°C
foram liofilizadas em liofilizador Liobras a 30°C e 300 uHg por 95 h. A producgéo do liofilizado foi
feita pela trituragcdo da casca em processador industrial Sire Cutter, e posteriormente em Micro
Moinho (Marconi) (Kalt et al., 2008). O produto liofilizado (um pé de casca de jabuticaba) foi

armazenado a —80°C.

2.2. Determinagao dos macronutrientes
O teor de proteina foi determinado por Kjeldahl (AOAC, 1975), de umidade e cinzas
pelo método do Instituto Adolfo Lutz (1985) e lipidios por Bligh & Dyer ( 1959) agucares totais

pelo método de Lane & Eynon (7923).

2.3. Extracao de antocianinas para identificacdo por Espectrometria de Massas e
quantificagao por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
2.3.1. Descricao da metodologia de preparo das amostras de jabuticaba para analise de
antocianinas

Um grama da casca de jabuticaba liofilizada foi pesado e colocado em um tubo de
centrifuga. A amostra foi extraida com 15 mL de metanol / 4gua / acido acético (85:15:0.5, v / v,
MeOH). A amostra foi entdo agitada em vortex por 30 segundos e mantido em ultrassom 5 min.

O tubo foi agitado e mantido em temperatura ambiente por 10 minutos, sendo agitado em
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vortex durante 30 s apdés 5 min. O tubo foi entdo centrifugado a 4550g por 10 min e o
sobrenadante removido. A amostra foi extraida uma mais vez com 10 mL de MeOH/H20/AcAc
utilizando o mesmo procedimento, e os sobrenadantes foram combinados. A solucao foi filtrada

em filtro Teflon de 0,22 ym (Wu, Gu, Prior, McKay, 2004).

2.3.2. Descricao da metodologia para analise de antocianinas por espectrometria de
massas

A identificacdo de antocianinas de casca de jabuticaba foi realizada a partir do extrato
supracitado. Cinco microlitros do extrato foram diluidos em 995ul de metanol: H20 (1:1) e 0,1%
de acido férmico. For ESI, a Q-TOFmas spectrometer (Micromass, Manchester, Reino Unido)
was used. The general condictions were: source temperature of 100 ° C, capillary voltage of kV
and cone voltage of 35 V. The measurements were performed by direct infusion with a flow rate
of 10 pl'1min., using a syringe pump, (Harvard Apparatus). Mass spectra were acquired and

accumulated over 60 s and spectra was scanned in the range between 100 e 1000 m/z.

2.3.3. Descrigdo da metodologia para analise de antocianinas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodos (HPLC-PDA)

O método de CLAE para quantificagdo de antocianina foi baseado em Favaro (2007),
com algumas modificagbes. As analises foram conduzidas em um HPLC (Waters 2996)
equipado com um detector de arranjo de diodos (Waters 515), software Empower. A separagéo
de antocianinas foi feita com uma coluna C18 (ODS2, comprimento = 25,0 cm, didmetro interno
= 4,6 mm, tamanho de particula = 5 ym e tamanho de poro = 100 A, Varian, Microsorb MV). A
fase movel utilizada foi agua deionizada: acetonitrila: acido férmico (81:9:10 v/v/v) . A eluigao
foi isocratica e em fase reversa, e o volume de vaz3o de fase mével de 1, 0 m L min” ,0 volume
de injecao foi de 20 pL, o tempo de eluigcdo de 40 min e a deteccao feita em 520, 525 e 540 nm.
O pico de identificagdo de cada antocianina foi com base na comparacao do tempo de retengéo
relativo (TR), porcentagem area do pico, € os dados espectrais com os padrdes de antocianina.
Posteriormente, para os estudos de quantificagdo de ACYS individuais por HPLC foram
utilizados 3 padrées de ACYS, cianidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-galactosideo e

delfinidina-3—0O-glicosideo (Extrasynthese). As curvas padrées para todas as antocianinas
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foram determinadas utilizando os padrdes descritos acima utilizando as mesmas condigdes
cromatograficas descritas acima.

Para a quantificagdo de antocianinas nas frutas, o liofilizado das cascas de jabuticaba
foi extraido conforme o item 4.7.1, o extrato foi diluido, filtrado (filtros de 0,45 uym) e aplicadas
em cromatégrafo liquido utilizando-se as mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas

descritas.

2.4. Ensaios Bioldgicos - Administragao da casca de jabuticaba em ratos

2.4.1 Ensaios “in vivo” para estudo da atividade antioxidante da casca de jabuticaba

Para este ensaio, foram utilizados 32 ratos machos adultos, da linhagem Wistar SPF
(peso individual de 242,05+8,29 g), divididos em 4 grupos de 8 animais cada. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais e receberam ragado AIN - 93G (Reeves, Nielson, Fahey Jr,
1993) acrescida das cascas de jabuticaba liofilizadas. Os grupos teste, com 8 animais cada,
receberam dieta adicionada de 0, 10, 20 e 40 g de cascas de jabuticaba/kg de dieta, conforme
pode ser verificado na Tabela 1. Quantidades suficientes de sacarose foram adicionadas as
dietas para que os agucares estivessem presentes na mesma concentragao encontrada no pé
liofilizado de casca de jabuticaba (Tabela 1) (Kalt et al., 2008). Os grupos foram denominados
de GO, o grupo controle, G1 o que recebeu 1%, G2 o que recebeu 2% e G4 o que recebeu 4%
do po liofilizado de casca de jabuticaba por kg de dieta. O grupo controle (8 animais) nao teve
adicdo de jabuticaba na dieta. O tratamento teve duracédo de 28 dias para todos os grupos. Os
animais foram mantidos durante todo o experimento em temperatura controlada (22 + 2 °C),
com periodos alternados de claro e escuro de 12 horas. Todos os animais foram pesados a
cada 2 dias e a ragédo consumida foi quantificada por meio de pesagens. Posteriormente, os
animais foram mortos por decapitagdo, o sangue foi coletado em tubos heparinizados e o
plasma foi obtido por centrifugagdo. As amostras de plasma foram armazenadas em freezer
ultra low para posteriores analises de atividade antioxidante.

O experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)
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tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal- CEE/Unicamp,

Universidade Estadual de Campinas, Brasil (Protocolo n °1627-1).

<Tabela 1>

2.5 Analises sanguineas
2.5.1 Glicose sérica

A concentragao de glicose sérica foi determinada através de método enzimatico glicose
oxidase-peroxidase, utilizando kit comercial Laborlab (n°02200), conforme descrigdo do

fabricante.

2.5.2 Lipideos séricos

As determinagdes dos lipideos séricos foram realizadas utilizando métodos enzimaticos
colorimétricos, utilizando para a quantificagdo de triacilgliceréis o kit comercial Laborlab
n°02700. Para colesterol total, foi utiizado o método enzimatico, colesterol oxidase,
colorimétrico e de ponto final utilizando o kit comercial Laborlab n°01400, para HDL-colesterol
foram utilizados os kits comerciais de coleterol total, conforme descrito acima e HDL Colesterol
precipitante, que emprega a precipitacdo com heparina/Mn **,utilizado também o kit comercial
Laborlab n°0230. Para LDL-colesterol foram utilizados os kits comerciais de coleterol total,
conforme descrito acima e LDL-colesterol precipitante Winer lab., que utiliza um método de
precipitagdo, seguido por um sistema enzimatico colesterol oxidase/peroxidase com

colorimetria.

2.5.3 ALT (Alanina aminotransferase) e AST (Aspartato aminotransferase)
Para a analise de ALT e AST foi utilizado um método cinético. As leituras foram feitas
em espectrofotdmetro nos tempos 0, 1, 2, e 3 minutos, utilizando o kit comercial Laborbab

n°00200 para ALT e n°00300 para AST.

2.6. Analise dos resultados

Andlise de variancia foi realizada para verificar a significancia dos tratamentos para
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cada variavel e em seguida aplicou-se a analise de regressao, por se tratar de uma variavel
quantitativa (concentragdo). Realizou-se a analise de regresséo para modelar a relagédo entra a
variavel analisada e a concentragdo da substancia. Utilizou-se nivel de significancia de 5%
para estimar os parametros do modelo das regressdes. Para as variaveis analisadas optou-se
pelo ajuste do modelo linear e do modelo quadratico, o critério de escolha entre os modelos foi
o coeficiente de determinagao (Rz) e se os parametros estimados eram significativos ou nao.

Os pacotes estatisticos Microsoft Excel, SAS e Sisvar foram utilizados.

3. Resultados e discusséao

3.1 Identificagdo e quantificagao de antocianinas no pé de casca de jabuticaba liofilizada
A determinagdo da composicdo centesimal da casca de jabuticaba liofilizada é

mostrada encontra-se na Tabela 2. Observa-se que a casca é constituida principalmente de

agucares e agua, e em menores proporgoes, fibras e cinzas. Donadio (2000) encontrou valores

semelhantes para o fruto inteiro, sendo 3,4% de cinzas, 4% de proteina bruta, e 4,52% de fibra

bruta. Os outros componentes, principalmente agua a acgucares diferiram bastante, pois este

autor trabalhou com o fruto inteiro e in natura.

<Tabela 2>

A analise cromatografica das antocianinas da casca liofilizada de jabuticaba revelou a presenca
de dois compostos: delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo, confirmadas pela
comparagao dos tempos de retengdo com os de padroes auténticos e também pela
cromatografia acoplada a espectrémetro de massas (LC-ESI-MS/MS Q-ToF). O conteudo de
antocianinas totais quantificado por CLAE foi de 2599,3 mg.1009'1 do pd liofilizado, sendo 1964

mg de cianidina-3-glicosideo e 633.3 mg de delfinidina-3-glicosideo.

3.2 Ganho de peso
Considerando os animais que ingeriram ragdo experimental, ndo houve nenhuma
diferenca significativamente estatistica entre a ingestao de ragdo de GO, G1, G2 e G4. Na

Tabela 3, pode-se verificar a ingestdo de antocianinas em mg/100 g de peso. As analises
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indicaram que o ndo houve nenhuma diferengca no ganho de peso entre animais que nao
consumiram o po e entre que consumiram as diferentes dietas. Alarcon-Aguilar et al. (2007)
observaram em seu estudo uma supressao do peso corporal em animais (obesos e saudaveis)
que consumiram 33,64 mg/kg/dia de antocianinas por 60 dias, porém esta redugéo (9.6%) s6
foi significativa para o grupo que recebeu dieta hiperlipidica. No presente estudo, a ingestdo de
antocianinas no grupo G2 também foi de 33,6 mg/kg/dia, porém como 0s animais eram
saudaveis e as dietas normolipidicas (AIN-93M), o efeito no peso néao foi significativo, resultado
semelhante ao encontrado no estudo supracitado. Ndo foi observada nenhuma diferenca
estatistica no peso do figado do grupo controle e dos grupos experimentais. O mesmo foi
encontrado também por Tsuda, Horio e Osawa (1998), que trabalharam com ratos alimentados
com dietas adicionadas de Cyanidin 3-O-3-D-Glucoside purificada (95%), a mesma antocianina

predominante na jabuticaba.

<Tabela 3>

3.3 Glicose sérica

De acordo com a Figura 1, pode-se perceber uma tendéncia quadratica decrescente,
ou seja, a medida que a concentragdo do p6 de casca de jabuticaba aumenta, os niveis de
glicemia diminuem a um ponto minimo, a partir desse ponto os valores de glicemia voltam a
subir mesmo com os niveis de concentragdo aumentando. De acordo com o experimento
realizado, a dose ideal para esse tipo de estudo € de 2%, ou seja, quando é aplicada uma
concentracdo de 2% de casca de jabuticabas (o que corresponde a 3,36 mg/100 g peso
corporeo de antocianinas) o valor de glicemia estimado é de 100,41mg.dL'1, 13,96 % menor em
relacdo aos ratos que nao receberam casca de jabuticabas, de acordo com o modelo ajustado.

Alarcon-Aguilar et al. (2007) trabalhando com camundongos obesos e saudaveis, que
receberam diariamente um extrato aquoso padronizado de Hibiscus sabdariffa por 60 dias,
encontraram significativa redugdo da glicemia nos camundongos obesos; porém, nos
camundongos saudaveis ocorreu uma redugdo nao significativamente estatistica.

Os valores de glicemia para ratos saudaveis encontrados nesse estudo estdo de

acordo com os valores encontrados por Dantas, Ambiel, Cuman, Baroni, Bersani-Amado,
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(2006), que determinaram valores médios de glicemia de 108+17.4 mg.dL’1. A reducdo da
glicemia dos grupos G1 e G2 foi significativa em relagdo ao grupo controle.

Jayaprakasam et al. (2005) testou a agdo de cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-
glicosideo, cianidina-3-galactosideo, e pelargonidina-3-galactosideo na estimulo da sintese de
insulina em uma cultura de células pancreaticas. Os compostos foram testados na presenga de
duas concentragbes de glicose, 4 e 10mM. Os resultados deste estudo indicaram que a
cianidina-3-glicosideos e a delfinidina-3 glicosideos foram as antocianinas mais eficazes no
aumento da secregdo de insulina. Esse aumento foi de 1,43 e 1,8 vezes, respectivamente,
sendo a delfinidina-3-glicosideo o composto mais ativo. Esses dados confirmam a reducgdo da
glicemia encontrada no presente estudo, ocasionada possivelmente pelo aumento da secregéo
de insulina nos animais dos grupos que ingeriram o p6 de casca liofilizada de jabuticaba, visto
que as duas antocianinas encontradas na casca foram as mesmas em destaque no estudo
supracitado.

Camundongos diabéticos que receberam 0.2% de cianidina-3-glicosideo purificada
(96%), extraida de milho roxo, tiveram a concentragao de glicose no sangue significativamente
suprimida apesar de nao ter ocorrido diferenga estatistica no nivel de insulina plasmatica. O
resultado do teste de tolerAncia a insulina  mostrou  claramente  que

a dieta de cianidina-3-glicosideos melhora a resisténcia a insulina (Sasaki et al.,2007).

<Figura 1>

3.4 Lipideos séricos

Na figura 2, observa-se clara redugdo dos valores de colesterol total para ratos do
grupo G1. A ingestdo de 1% de casca de jabuticaba (1.57mg de antocianinas/100 g de peso
corpéreo) causou uma diminuicdo de 48.7% no niveis de colesterol total dos animais em
relagdo ao grupo controle. Entretanto, a medida que a concentragdo da casca de jabuticabas
aumenta, os niveis de colesterol total também aumentam, sendo que para a maior
concentragdo, 4% da casca liofilizada, o valor verificado foi de 54,41+ 10,18 mg.dL™,
concentragdo maior que a do grupo controle, o que indicar que a casca de jabuticaba, quando
consumida em excesso pode gerar efeitos indesejaveis. Nao foram encontradas diferengas

significativas nos niveis de HDL-colesterol e triacilgliceréis nos grupos experimentais em
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relagcdo ao grupo controle, sendo que a diminuigdo dos niveis de colesterol para o G1 é devida
a variagao das concentragbes de LDL-colesterol (figura 2). Adicdo de 1% de casca de
jabuticaba a dieta reduz 48.84% a concentragdo de LDL-colesterol em relagdo ao controle,
entretanto, a medida que a concentragao de casca de jabuticaba aumenta, os niveis de LDL-

colesterol também aumentam.

<Figura 2>

Apesar de observarmos este aumento no colesterol total, Dantas et al. (2006)
trabalhando com valores de referéncia para ratos Wistar, os mesmos utilizados neste
experimento, observaram em 51 animais uma dosagem média de colesterol de 87+18,1 mg.dL
' ou seja, um valor bem maior que o encontrado neste experimento.

A suplementagédo da casca da berinjela a ragdo do grupo de porcos da india (Cavia
porcellus) que receberam dieta AIN- 93, ndo interferiu nos niveis plasmaticos do colesterol
total, da HDL e da LDL-colesterol, indicando auséncia de efeito da casca da berinjela, quando
as concentragdes plasmaticas de colesterol total e da fragdo LDL n&o estado elevadas, porém,
ao receberem uma dieta hiperlipidica adicionada de casca de berinjela, verificou-se uma
redugcdo na fragcdo LDL-colesterol, porém, os triglicerideos e a fragdo HDL nao foram
significativamente diferentes (Cherem, Tramonte, Fett, Dokkum, 2007), o que esta de acordo
com os resultados do presente estudo.

Know et al.(2007) avaliaram o efeito da adicdo de antocianinas de soja preta em ratos,
quais foram subdivididos em quatro grupos: controle, dieta hiperlipidica, hiperlipidica + 10% de
soja preta e hiperlipidica + 0.037% de extrato de antocianinas. Os autores relatam aumento de
28% no HDL-colesterol e redugao de 45 e 26% de triglicerideos e colesterol, respectivamente,
em animais alimentados com dieta hiperlipidica adicionada de antocianinas em comparagao
com o grupo que ingeriu apenas a dieta hiperlipidica. No grupo de recebeu a dita hiperlipica
acrescida de soja preta também ocorreu redugao de ftriglicerideos e colesterol 23 e 20%,
respectivamente, e um aumento de 37% na fragdo HDL-colesterol.

Rouanet et al. (2010) estudou o efeito de suco de mirtilo, morango e framboesa, cha

preto e cha verde na prevengao de aterosclerose em hamsters que receberam uma dieta semi-
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purificada e aterogénica. Nao foram encontradas diferengas significativas entre o grupo
controle e os grupos que receberam as diferentes dietas experimentais, para os parametros de
colesterol total e HDL—colesterol. Resultado semelhante foi encontrado por Alarcon-Aguilar et
al. (2007) trabalhando com camundongos obesos e saudaveis, que receberam extrato aquoso
padronizado de Hibiscus sabdariffa. Este autor ndo encontrou diferengas significativas no
colesterol plasmatico nem nos niveis de triglicerideos.

Sasaki et al. (2007), trabalharam durante 5 semanas com camundongos diabéticos que
receberam 0,2% de cianidina-3-glicosideo purificada; os resultados revelam que ndo houve
alteragdes significativas nos niveis de triglicerideos e colesterol total.

Diante do aumento de colesterol total e da fracdo LDL-colesterol para os grupos que
ingeriram 3,36 e 6,56 mg de antocianinas/100 g de peso, pressupde-se que deva existir um
limite para a dose de ingestdo deste composto. Salganik (2001) relata que os efeitos
biolégicos dos antioxidantes em humanos sdo ainda muito controversos. Dependendo do
estado oxidativo de células, os antioxidantes podem ser protetores ou promotores de certas
doengas. Altas doses de antioxidantes podem reduzir o nivel de radicais livres necessarios as
células, causando assim prejuizo no funcionamento fisioldgico do organismo. Para Fenech
(2002), existe uma necessidade para se estabelecer as RDAs (Recommended Daily Allowance)
para os micronutrientes, visto que estes desempenham diversas fungbes na manutencao da
estabilidade gendémica. Em nosso estudo, percebemos que doses elevadas de compostos
fendlicos podem gerar efeitos indesejaveis, como o aumento da concentracdo de LDL-

colesterol.

3.5 Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST)

Na Figura 3, observa-se uma reducao de ALT para o grupo que ingeriu 1% de casca de
jabuticaba liofilizada, em relagdo ao grupo controle, porém para os grupos que receberam as
concentracgdes de 2 e 4% foi observado um pequeno aumento da enzima ALT. A enzima AST

apresentou uma tendéncia de redugao, porém n&o apresentou significancia ao nivel de 5%.

<Figuras 3>

93



As aminotransferases (ALT e AST) sdo enzimas que estdo presentes, em altas
concentragdes, no musculo, figado e cérebro. A elevagao da atividade das aminotransferases
no sangue indica necrose ou moléstia, especialmente nesses tecidos. Assim, a elevagao dos
niveis da ALT é relativamente especifica da doenca hepatobiliar, apesar dos niveis de AST
poderem estar aumentados nas doengas de outros 6rgaos. Valores mais de 10 vezes acima do
limite superior de variagdo normal refletem habitualmente uma patologia hepatica ou biliar. A
ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatécito, enquanto 80% da AST esta
presente na mitocondria. Essa diferenca tem auxiliado no diagndstico e prognostico de
doengas hepaticas. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no soro é a
citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha liberagdo da enzima mitocondrial, elevando a
relacdo AST/ALT (Oliveira, Nagem, Ribeiro, 2005). Assim, cabe ressaltar que o aumento
discreto de ALT no presente estudo n&o esta relacionado a um possivel dano hepatico, visto
que o nivel de AST nao foi alterado.

Dantas et al.(2006), utilizaram 42 animais e encontraram como valor de referéncia para
ALT 51+ 12.3U.L", ou seja, maior do que no estudo em questéo.

Este mesmo aumento na enzima ALT foi verificado por Alarcon-Aguilar et al. (2007)
entre o 15° e 45° dias de experimento com ratos obesos que ingeriram um extrato aquoso
padronizado de Hibiscus sabdariffa por 60 dias; porém no 60° dia, ndo foi mais relatado este
aumento, e para o grupo de animais saudaveis este efeito ndo foi verificado.

Ribeiro, Oliveira, Nagem, Junior e Pinto (2006), trabalhando com coelhos que
receberam uma suplementagéo de 20 mg de antocianina diariamente e uma mistura de 10 mg
de antocianina e 10 mg de naringeninas, ndo observaram nenhuma alteragado nos teores de
proteina e albumina plasmaticas, bem como na fung¢éo hepatica, verificado pela atividade das

enzimas AST e ALT.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram redugbes estatisticamente
significativas para os niveis de glicemia para os grupos alimentados com 1 e 2 % de casca de
jabuticabas na dieta; porém, este resultado n&o foi encontrado para o grupo de animais que

ingeriram 4% do p6 de casca de jabuticaba liofilizada adicionado a dieta.
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Foi observado redugcédo nos niveis de colesterol total e LDL- colesterol para o grupo
alimentado com 1% de casca de jabuticabas, mas houve aumento para os grupos que
receberam 2 e 4% de casca de jabuticaba liofilizada adicionada a dieta. Os niveis de
triglicerideos e HDL-colesterol ndo apresentaram diferenga significativa. Embora a enzima
hepatica ATL tenha apresentado um aumento, ndo é suficiente para se predizer um dano
hepatico, pois o0 mesmo ndo ocorreu para a enzima AST, além disso, as elevagdes foram
pequenas e os valores parecem estar dentro dos valores de referéncia para ratos Wistar.

Dessa forma, os resultados deste trabalho pioneiro com compostos fendlicos de
jabuticaba nos levam a crer que a ingestdo de 1% de casca de jabuticaba adicionada a dieta
proporcionou 0s maiores beneficios ao modelo animal, além disso, reforgam a discusséo de
que é necessario que se quantifique limites para a ingestdo de compostos fendlicos na dieta
humana. Portanto, é fundamental o desenvolvimento de novas pesquisas para se avaliar o

metabolismo desses compostos in vivo bem como definir uma dosagem adequada.
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Tabela 1

Composicao da dieta experimental

Ingredientes

quantidade, g/kg de dieta

po liofilizado de casca de jabuticaba

amido
Dextrina
caseina
acucar

fibra

6leo de soja
mix mineral
mix vitaminico
L-cistina
bitartarato de colina
terc butil

0
465,7
155
142
100
50

40

35

10
1,8
2,5
0,008

10
465,7
155
142
93,1
50

40

35

10
1,8
2,5
0,008

20
465,7
155
142
86,2
50

40

35

10
1,8
2,5
0,008

40
465,7
155
142
72,4
50

40

35

10
1,8
2,5
0,008
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Tabela 2

Composicao centesimal do p¢ liofilizado de casca de jabuticaba

Componentes (%m.m™) Teor (%) DP

Agua 22,72 0,23
Lipideos 1,27 0,07
Cinzas 3.01 0,07
Proteina bruta 3,90 0,12
Fibra Bruta 6,45 0,28
Acucares redutores 40,95 0,57
Acucares redutores totais 59,04 0,99
Sacarose 17,18 Nd
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Tabela 3

Ingestdo de dieta e antocianinas.

Ingestao de casca de

Ingestao de dieta jabuticaba Ingestao de antocianinas
Grupos g/dia DP mg/dia DP mg/100 g de peso corpéreo  DP
GO 21,2 1,4 0 0 0 0
G1 21,4 1,1 214 11 1,57 0,13
G2 22,8 1,5 456 30 3,36 0,13
G4 22,1 1,6 884 63 6,53 0,35
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Figura 1

Relagao entre as concentragdes do p6 de casca de jabuticaba liofilizada na dieta e a resposta

glicémica

140

120

100

80 y=36751x? -1549.7x + 116.71
R*=0.8337

60

Glicemia (mg. dL-1)

40

20

0

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
Concentragao de po de casca de jabuticaba liofilizada/kg de dieta

103



Figura 2
Relagao entre as concentragdes do po6 de casca de jabuticaba liofilizada na dieta e a dosagem

de colesterol total plasmatico e LDL-colesterol e erro padrao da média
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Figura 3

Relagao entre as concentragbes do pd de casca de jabuticaba liofilizada na dieta e a dosagem

plasmatica da enzima Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST)
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CONCLUSAO GERAL

Perante todos os resultados expostos, a casca de jabuticaba liofilizada
mostrou uma grande capacidade antioxidante in vitro, comprovada por todos os
métodos antioxidantes analisados, pela quantidade de compostos fendlicos
encontrada e principalmente pela concentragcdo de cianidina-3-o —glicosideo e
delfinidina-3- o glicosideo. Evidenciou-se o aumento significativo no potencial
antioxidante de plasma de ratos tratados com 2% de casca de jabuticaba
adicionada a dieta. Este aumento foi de 1.8 vezes quando foi utilizada a
metodologia de TEAC e 1.3 vezes para a metodologia de Orac. Redugdes
estatisticamente significativas foram verificadas para os niveis de glicemia para
os grupos alimentados com 1 e 2 % de casca de jabuticabas na dieta; porém,
este resultado nao foi encontrado para o grupo de animais que ingeriram 4% do
po de casca de jabuticaba liofilizada adicionado a dieta.

Foi observado reducédo nos niveis de colesterol total e LDL- colesterol
para o grupo alimentado com 1% de casca de jabuticabas, mas houve aumento
para os grupos que receberam 2 e 4% de casca de jabuticaba liofilizada
adicionada a dieta. Os niveis de triglicerideos e HDL-colesterol né&o
apresentaram diferencga significativa. Embora a enzima hepatica ATL tenha
apresentado um aumento, ndo é suficiente para se predizer um dano hepatico,
pois 0 mesmo nao ocorreu para a enzima AST, além disso, as elevagdes foram
pequenas e o0s valores parecem estar dentro dos valores de referéncia para
ratos Wistar.

Dessa forma, os resultados deste trabalho pioneiro com compostos
fendlicos de jabuticaba nos levam a crer que a ingestdo de 1% do pé de casca

de jabuticaba adicionada a dieta proporcionou os maiores beneficios ao modelo
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animal quando utilizados os testes bioquimicos. Para o aumento do potencial
antioxidante plasmatico, a proporcédo de 2% foi a responsavel pelo melhor
desempenho do potencial antioxidante. Os animais que ingeriram 4% de casca
de jabuticaba liofilizada acrescida a dieta ndo apresentaram nenhum efeito
benéfico.

Estes dados reforcam a discussdao de que € necessario que se
quantifique doses superiores e inferiores para a ingestdo de compostos
fendlicos. Portanto, é fundamental o desenvolvimento de novas pesquisas para
se avaliar o metabolismo desses compostos in vivo bem como definir uma
dosagem adequada e diferenciada para individuos saudaveis e individuos

portadores de processos patoldgicos.
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