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RESUMO

A espécie Euterpe edulis Martius, popularmente conhecida como
palmeira jucara, é nativa do bioma Mata Atlantica e encontrada
principalmente nos estados das regifes sul e sudeste do Brasil. Estudos
tém demonstrado que os frutos da palmeira jucara contém excelentes
caracteristicas nutricionais e bioativas, com destaque para os compostos
fendlicos. Entretanto, para determinar se um alimento é uma possivel
fonte de determinado composto, é necessario investigar a concentragéo
do mesmo que é liberada da matriz alimentar durante a digestdo
gastrointestinal, ou seja, a sua bioacessibilidade. Além disso, estudos de
possiveis efeitos bioldgicos sdo necessarios para se conhecer a influéncia
da composicdo dos alimentos sobre a salde. Nesse contexto, este estudo
avaliou a bioacessibilidade de compostos fendlicos individuais e da
capacidade antioxidante in vitro dos frutos de jucara durante o ciclo de
maturacdo a partir de simulacdo da digestdo gastrointestinal. Foram
também avaliados o efeito protetor em linhagem de células neuronais
HT22 frente a oxitose induzida por glutamato, a composicao fendlica e a
capacidade antioxidante in vitro do extrato bruto e das fracdes hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e butandlica obtidos da porcéo
comestivel dos frutos de jugara. Ap6s a simulagdo da digestdo
gastrointestinal, a maioria dos compostos fendlicos estudados, bem como
a capacidade antioxidante apresentaram valores inferiores aos obtidos por
extracdo quimica. Este estudo demonstrou que a maturacdo influenciou
na bioacessibilidade dos compostos fendlicos e na capacidade
antioxidante e indicou que os frutos de jucara devem ser coletados a partir
do estédio de maturacdo 4 (30 a 69 dias apds o aparecimento dos frutos
vermelhos no cacho). Os resultados também demonstraram que as fracGes
hexanica e diclorometanica foram capazes de proteger as células do dano
celular induzido pelo glutamato, resultado possivelmente relacionado a
composicao fendlica das fragdes. Os resultados deste trabalho mostraram
gue os frutos de jucara podem fornecer concentracBes bioacessiveis
relevantes de compostos fendlicos e sugerem que 0s compostos presentes
nesses frutos sdo promissores para a redugdo do risco de doencas
neurodegenerativas.

Palavras-chave: Acidos fenélicos. Flavondides. Antioxidante. HT22.
Maturacdo. Acai.






ABSTRACT

Euterpe edulis Martius species, popularly known as jucara palm, is native
to the Atlantic Forest biome and found mainly in the southern and
southeastern Brazilian states. Studies demonstrate that the fruits of the
jucara palm contain excellent nutritional and bioactive characteristics,
with emphasis on phenolic compounds. However, in order to determine
whether a food is a possible source of a particular compound, it is
necessary to investigate the concentration thereof that is released from the
food matrix during gastrointestinal digestion, i.e., its bioaccessibility. In
addition, studies of possible biological effects are necessary to know the
influence of food composition on health. In this context, this study
evaluated the bioaccessibility of individual phenolic compounds and the
in vitro antioxidant capacity of jucara fruits during the ripening cycle
from the gastrointestinal digestion simulation. The protective effect in
HT22 neuronal cell line against glutamate-induced oxytosis, phenolic
composition and in vitro antioxidant capacity of the crude extract and the
hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol fractions obtained
from the edible portion of the jucara fruits were also evaluated. After
gastrointestinal digestion simulation, the majority of the phenolic
compounds studied, as well as the antioxidant capacity presented lower
values than those obtained by chemical extraction. This study
demonstrated that ripening influenced the bioaccessibility of phenolic
compounds and antioxidant capacity and indicated that jucara fruits
should be collected from ripening stage 4 (30 to 69 days after appearance
of the red fruits in the bunch). The results also demonstrated that the
hexane and dichloromethane fractions were able to protect the cells from
death induced by glutamate, a result possibly related to the phenolic
composition of the fractions. The results of this work showed that jucara
fruits can provide relevant bioacessible concentrations of phenolic
compounds and suggest that the compounds present in these fruits are
promising for reducing the risk of neurodegenerative diseases.

Keywords: Phenolic acids. Flavonoids. Antioxidant. HT22. Ripening.
Acali.
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INTRODUCAO

Devido a sua riqueza em nutrientes, o consumo regular de frutas é
amplamente recomendado em diretrizes alimentares em todo o mundo
(RODRIGUES et al., 2006; USA, 2010; BRASIL, 2014). Além disso,
estudos mostram que esse consumo pode prevenir varias doencas e
disturbios devido, principalmente, a presenca de compostos bioativos
com propriedades antioxidantes (SLAVIN; LLOYD, 2012; NILE;
PARK, 2014; WHO, 2018).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de frutas, visto que
apresenta caracteristicas adequadas para o cultivo. No entanto, apesar
desta abundancia de frutas tropicais, ha ainda um grande ndmero de
espécies frutiferas nativas e exdticas subexploradas (SCHRECKINGER
et al., 2010; CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; OLIVEIRA et al.,
2012).

A espécie Euterpe edulis Martius, popularmente conhecida como
palmeira jugara ou palmiteiro, é nativa do bioma Mata Atlantica e
encontrada principalmente nos estados das regides sul e sudeste do Brasil
(LORENZI et al., 2010). No entanto, a conservacdo desta espécie foi
seriamente prejudicada pelo desmatamento e pela intensa extragdo de
palmito. Desta forma, com o objetivo de diminuir o processo predatdrio,
organizagcbes sem fins lucrativos e agéncias governamentais tém
encorajado outras opcgBes para a exploragdo sustentadvel da espécie,
principalmente o uso de seus frutos na alimentacdo humana (SANTQOS;
CORREA JUNIOR; NEVES, 2008; DA SILVA et al., 2014; TREVISAN
etal., 2015).

A experiéncia consolidada com o acai das espécies Euterpe
oleracea e Euterpe precatoria cultivados na regido norte e nordeste do
pais tem servido como um guia para o uso dos frutos da palmeira jucara
(E. edulis) para o consumo humano (TIBERIO et al., 2012). Apesar da
grande similaridade sensorial entre os frutos de jucara e os frutos das
palmeiras E. oleracea e E. precatoria, nutrientes e compostos bioativos,
na maioria das vezes, sdo superiores nos frutos de jugara (SCHULZ et al.,
2016).

Muitas publicagdes demonstram que os frutos de jucara contém
excelentes caracteristicas nutricionais e bioativas, visto que sua
composicao inclui concentracdes importantes de acidos graxos, proteinas,
fibras, minerais e vitaminas, além de antocianinas, outros flavonoides e
acidos fendlicos, os quais sdo relacionados ao potencial antioxidante
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desses frutos descrito em estudos in vitro (RUFINO et al., 2010;
BORGES et al., 2011; VIEIRA et al., 2013; BICUDO et al., 2014;
INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015; BARROSO et al., 2018) em
células Vero (BORGES et al., 2013), em modelos animais (CARDOSO
et al., 2015b; OYAMA et al., 2016) e em humanos (CARDOSO et al.,
2015a).

A ingestdo de alimentos que contém compostos com efeitos
benéficos é imprescindivel a salude. Entretanto, sabe-se que o conteldo
de componentes com relevancia nutricional presente nos alimentos pode
ndo estar totalmente disponivel para a absorcdo pelo organismo. Desta
forma, para determinar se um alimento € uma possivel fonte de
determinado nutriente ou composto, € necessario investigar a
concentracdo do mesmo que € liberada da matriz alimentar para a
absorcdo, ou seja, a sua bioacessibilidade (FERNANDEZ-GARCIA;
CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009; SWIECA, 2016).

O uso de técnicas in vitro, como a simulacdo da digestdo
gastrointestinal para determinacao da bioacessibilidade e 0 uso de cultura
de células para avaliacdo de possiveis efeitos bioldgicos, sdo de grande
importancia para se conhecer o efeito da composigéo dos alimentos sobre
a salde humana (KARLSEN et al., 2007; MARTINEZ-TOMAZ et al.,
2012). A abordagem in vitro é uma alternativa aos estudos in vivo, 0s
quais apresentam restricdes analiticas e éticas, sdo mais demorados e
requerem grandes recursos para um controle experimental adequado
(CARDOSO et al., 2014).

Estudos relacionados a caracterizacdo quimica, identificacdo e
guantificacdo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante in vitro
em frutos de jugara j& foram realizados pelo Grupo de Pesquisa em
Antioxidantes Naturais/Laboratdrio de Quimica de Alimentos da UFSC e
por outros pesquisadores, entretanto, estudos sobre a bioacessibilidade de
compostos bioativos, além de estudos de atividade bioldgica, como a
neuroprote¢do, ainda ndo estdo descritos na literatura.

Nesse contexto, esta tese esta estruturada nos seguintes capitulos:
Capitulo 1: que apresenta uma revisdo bibliografica sobre os principais
topicos abordados neste trabalho; Capitulo 2: que trata da
bioacessibilidade de compostos fenoélicos e do potencial antioxidante dos
frutos de jucara em diferentes estadios de maturagao a partir da utilizacéo
de metodologia de simulagdo da digestdo gastrointestinal; e Capitulo 3:
que apresenta o efeito neurprotetor de extratos obtidos dos frutos de
jucara frente a oxitose induzida por glutamato em células neuronais
HT22.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a bioacessibilidade de compostos fenolicos a partir da
simulacio da digestdo gastrointestinal e os efeitos protetores dos frutos
da palmeira jugara (Euterpe edulis Martius) em células neuronais HT22
frente ao estresse oxidativo induzido pelo glutamato.

Objetivos especificos

e Auvaliar a bioacessibilidade de compostos fendlicos individuais
da porcao comestivel (epicarpo e mesocarpo) dos frutos de jucara
durante o ciclo de maturacdo a partir de simulacdo da digestéo
gastrointestinal.

e Determinar a capacidade antioxidante da porcdo comestivel
(epicarpo e mesocarpo) dos frutos de jucara durante o ciclo de
maturacdo antes e depois da simulacdo da digestdo
gastrointestinal pelos ensaios de sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) e poder redutor do ferro (FRAP).

e Realizar o fracionamento dos compostos fendlicos da porcéo
comestivel (epicarpo e mesocarpo) dos frutos de jucara
utilizando solventes com diferentes polaridades (hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol).

e Determinar os compostos fendlicos do extrato bruto e das fracdes
hexanica, diclorometénica, acetato de etila e butandlica por
cromatografia liquida com fonte de ionizacdo por
eletronebulizacdo acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-ESI-MS/MS).

e Determinar a concentracdo de antocianinas monoméricas totais
do extrato bruto e das fragdes hexanica, diclorometanica, acetato
de etila e butandlica pelo método de diferenca de pH.
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Avaliar a capacidade antioxidante do extrato bruto e das fragdes
hexanica, diclorometanica, acetato de etila e butandlica pelos
ensaios de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e poder redutor do ferro (FRAP).

Avaliar o efeito protetor do extrato bruto e das frac6es hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e butanélica em linhagem de
células neuronais hipocampais HT22 frente a toxicidade
glutamatérica a partir de ensaio de viabilidade celular.
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1. Palmeiras do género Euterpe

As palmeiras, plantas da familia Arecaceae (Palmae), sdo
representadas por mais de 2.600 espécies e 180 géneros (BALSLEV;
BERNAL; FAY, 2016). O género Euterpe é constituido por 28 espécies
distribuidas na América Central, Caribe e América do Sul, principalmente
nas regides de florestas tropicais. No Brasil, cinco espécies sdo
encontradas: Euterpe edulis Martius, Euterpe oleracea Martius, Euterpe
precatoria Martius, Euterpe catinga Wallace e Euterpe longebracteata
Barbosa Rodrigues (LORENZI, 2010; SCHIRMANN et al., 2013).
Destas, as trés primeiras sdo as mais frequentes e mais importantes do
ponto de vista agroindustrial (CLEMENT; LLERAS PEREZ; VAN
LEEUWEN, 2005; TREVISAN etal., 2015; YAMAGUCHI et al., 2015).
As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, as trés principais espécies do
género Euterpe e 0s locais de crescimento das mesmas.

Figura 1. Palmeiras Euterpe edulis Martius (A), Euterpe oleracea
Martius (B) e Euterpe precatoria Martius (C).

Fonte: Lorenzi (2010). .
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Figura 2. Locais de ocorréncia das palmeiras Euterpe edulis Martius,
Euterpe oleracea Martius e Euterpe precatoria Martius.
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m FEuterpe precatoria
* Euterpe oleracea

it

Fonte: Adaptado de Lorenzi (2010) e Yamaguchi et al. (2015).

Euterpe edulis Martius, popularmente conhecida como palmeira
jucara, ocorre no Brasil, Argentina e Paraguai. No Brasil, é encontrada
desde locais em nivel do mar até 1000 m de altitude na Mata Atlantica do
sul da Bahia e Minas Gerais até o Rio Grande do Sul e nas matas ciliares
da bacia do rio Parana nos estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Sao
Paulo e Parand (SANTOS; CORREA JUNIOR; NEVES, 2008;
LORENZI, 2010; CAXAMBU et al., 2015). E uma planta monocaule que
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atinge de 5 a 15 metros de altura e de 10 a 15 cm de didmetro (LORENZI,
2010; BOURSCHEID et al., 2011).

A espécie Euterpe precatoria Martius, popularmente conhecida
como acai-do-Amazonas, ocorre geralmente junto aos rios em locais
periodicamente inundados nos estados do Acre, Amazonas, Para e
Rond6nia, sendo que também é encontrada em outros paises como
Coldmbia, Venezuela, Trinidad, Guiana, Equador, Peru e Bolivia
(ROGEZ, 2000; LORENZI, 2010; YAMAGUCHI et al., 2015). Assim
como E. edulis, a palmeira E. precatoria é monocaule, no entanto atinge
altura de 3 a 20 metros e didmetro de 4 a 23 cm (LORENZI, 2010).

A palmeira Euterpe oleracea Martius, popularmente chamada de
acai-do-Para, ocorre em planicies e areas sujeitas a inundagdes nos
estados do Amapéa, Maranhdo, Tocantins e Para, além de Venezuela e
Guiana, principalmente no estuério do rio Amazonas (LORENZI, 2010;
YAMAGUCHI et al., 2015). Esta palmeira é multicaule, sendo que cada
estipe pode atingir de 15 a 20 metros de altura e de 12 a 18 cm de didmetro
(NOGUEIRA, 2006).

2. Exploracéo dos frutos da palmeira jucara

Tradicionalmente, a palmeira jucara era utilizada apenas para a
producdo de palmito, que nesta espécie apresenta excelente sabor e
gualidade, sendo muito apreciado pela culinaria nacional e internacional
(AGUIAR et al., 2002; CURSI; CICERO, 2014). No entanto, a
exploracéo extrativista continua e desordenada levou a palmeira jucara a
lista oficial das espécies brasileiras ameagadas de extingao, ja que o corte
para retirada do palmito culmina na morte da planta (BRASIL, 2008;
CURSI; CICERO, 2014). Dessa forma, com o objetivo de diminuir o
processo predatério, organizacBes sem fins lucrativos e agéncias
governamentais tém encorajado outras opcfes para a exploracéo
sustentavel de E. edulis, sendo que maior atencdo tem sido dada ao
potencial de exploracdo de seus frutos de forma similar a dos frutos E.
oleracea e E. precatoria usados para a alimentagdo humana (CURSI,;
CICERO, 2014).

Assim como os frutos de E. oleracea e E. precatoria, a espécie E.
edulis forma cachos de frutos sésseis, arredondados, drupéceos, de cor
violaceo-pUrpura a negra quando maduros, os quais, em média, pesam 1
grama e possuem de 1 a 1,5 cm de didmetro (Figura 3). Os frutos
apresentam um endocarpo lenhoso soldado a parte interna do mesocarpo
que é fibrosa e uma fina camada de polpa, que corresponde a cerca de
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15% da massa do fruto, e é constituida pelo epicarpo e pela parte externa
do mesocarpo (SCHIRMANN et al., 2013; BICUDO et al., 2014). A
frutificacdo ocorre principalmente nos meses de margo a junho e cada
cacho produz de 3 a 5 kg de frutos (LORENZI, 2010; BOURSCHEID et
al., 2011).

Eigura 3. Fruto de jucara (A) e cacho (B) de frutos de jucara.
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Fonte: Schulz et al. (2016).

A exploragdo comercial dos frutos de jucara é semelhante aos
frutos de E. oleracea e E. precatoria. Por possuirem uma pequena porgao
comestivel, os frutos ndo sdo comercializados para consumo in natura.
Estes sdo entdo processados para producdo de uma bebida cremosa de cor
purpura intensa e sabor caracteristico, comumente chamada de bebida de
jucara ou acai, a qual é constituida por agua (80 a 90 %) e epicarpo e
mesocarpo dos frutos (ROGEZ, 2000; BORGES et al., 2011;
SCHIRMANN et al.,, 2013; BICUDO et al.,, 2014). As etapas de
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processamento dos frutos para producdo de bebida estdo mostradas na
Figura 4.

Apos colheita dos cachos, os frutos sdo debulhados e selecionados
para retirada dos frutos verdes, vermelhos, secos e machucados. Em
seguida, os frutos sdo lavados trés vezes em agua potavel corrente e,
embebidos em dgua morna (45 °C) durante 30 minutos, ou até soltarem a
casca facilmente. Apds o descarte da 4gua de maceracao, é realizado o
despolpamento em despolpadeira elétrica, na qual a bebida é obtida a
partir do atrito dos frutos e da adi¢do progressiva de agua, o que resulta
em um liquido cremoso. Para garantir as qualidades sanitarias e sensoriais
do produto, a bebida pode ser consumida imediatamente ou submetida a
pasteurizacdo e congelamento até a comercializacdo. O rendimento é de
cerca de 1 litro de produto para cada 2 kg de frutos (SCHIRMANN et al.,
2013).

Figura 4. Processamento dos frutos de jucara.
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Fonte: Adaptado de Schulz et al. (2016).
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Até os anos 2003/2004, o mercado de acai no sul e sudeste do
Brasil era alimentado exclusivamente pelo acai da Amaz6nia. No entanto,
em 2004, a primeira agroindustria para processamento de frutos de jucara
foi implementada no sul do Brasil, no municipio de Garuva, Santa
Catarina, com aumento da producdo local. No entanto, esse ndo € o Unico
municipio que produz bebida de jucara, outros municipios de Santa
Catarina como lbirama, Rio do Sul, Ilhota e Aguas Mornas também se
destacam (BOURSCHEID et al., 2011). Os dados mais recentes sobre a
producdo de frutos de jugara mostram que em 2012 foram produzidas 193
toneladas de frutos, sendo o estado de Santa Catarina o maior produtor, o
qual foi responsével por 84% da producéo nacional (CONAB, 2013).

A regulamentacdo legislativa para a jucara foi publicada no ano de
2018 pela Instrugdo Normativa (IN) n° 37 (BRASIL, 2018). Essa IN
define os Padrdes de ldentidade e Qualidade e classifica a bebida de
jucara (E. edulis) como fina, média e grossa, de acordo com 0s respectivos
teores de sélidos totais: de 8 a 11 %, >11 a 14 % e >14 %. Além disso,
valores minimos de proteinas, lipidios e carboidratos também estéo
estabelecidos (5, 20 e 51 % em matéria seca, respectivamente).

3. Composicgdo dos frutos de jucara
3.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Os teores de umidade descritos para os frutos de jucara sdo de
34,9 a 60,6 %, os quais variam de acordo com a regido de crescimento e
estadio de maturacdo (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015).
Devido a adicdo de agua durante o processamento dos frutos, os teores de
umidade sdo maiores na bebida de jucara, variam de 88,4 a 89,4 % (DA
SILVA et al., 2013; DA SILVA et al., 2014; CARVALHO et al., 2016),
valores semelhantes ao acai de E. oleracea e E. precatoria (85 a 86 %)
(TONON; BRABET; HUBINGER, 2008; TONON et al., 2009; NEVES
et al., 2015).

O pH nos frutos e na bebida de jucara varia de 4,5 a 5,6
(BORGES et al., 2011; DA SILVA et al., 2014; DA SILVA et al., 2013;
INADA et al., 2015), valores superiores a maioria das frutas (< 4,4) (HUI
et al., 2010) e semelhantes ao acai de E. oleracea e E. precatoria (5,2)
(NEVES et al., 2015).
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Os teores de sdlidos solveis em frutos de jucara variam de 12 a
23 %, enquanto que em frutos do acaizeiro (E. oleracea) sdo encontrados
valores de 16 a 22 % (CUNHA JUNIOR et al., 2016) e 15 % em outras
berries (NILE; PARK, 2014).

3.2. Nutrientes

Os frutos de palmeiras Euterpe se destacam pelo seu alto teor
lipidico. Os frutos de jucara apresentam teores de 18 a 47% em matéria
seca, 0s quais sdo até vinte vezes maiores do que aqueles descritos para
outras frutas tropicais (BORGES et al., 2011; DA SILVA et al., 2014;
INADA et al., 2015). Durante o ciclo de maturacgdo, Schulz et al. (2015)
encontraram teores lipidicos de até 59 % em matéria seca, sendo que 0s
valores mais elevados foram observados nos frutos de jucara mais
maduros.

Em relacdo ao perfil de &cidos graxos, Borges et al. (2011)
identificaram 16 &cidos graxos em frutos de jucara, com predominancia
de acidos graxos monoinsaturados (45 a 57 %), principalmente &cido
oleico, o que representou 35,9 % do total de lipidios. Os acidos graxos
polinsaturados representam de 19 a 26 % do conteldo total de lipidios, e
0s principais constituintes sdo os acidos linoleico (18 a 25 %) (BORGES
etal., 2011) e linolénico (0,6 a 1,5 %) (BORGES et al., 2011; DA SILVA
et al.,, 2013; SCHULZ et al., 2015). Os acidos graxos saturados
representam de 24 a 29 % do conteldo total de lipidios, principalmente
acido palmitico (20 a 25 %) (BORGES et al., 2011). Comparando o fruto
de jucara com os frutos de E. oleracea e E. precatoria, 0s dois Ultimos
tém maior teor de 4cido oleico, no entanto, os frutos de jucara ttm maiores
concentracdes de acidos linolénico e linoleico (Tabela 1).

Em relacdo aos teores de proteina, os frutos de jugara apresentam
de 5 a 8 % em matéria seca (BORGES et al., 2011; DA SILVA et al.,
2014; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015). Esses valores
demonstram que os frutos de jucara representam uma importante fonte
vegetal de proteina dietética, visto que possuem até trés vezes mais
proteina do que frutas mais comuns, tais como macas, uvas, péras, meldes
€ mangas, as quais apresentam valores em torno de 3 % em matéria seca
(HUI, 2006).

Os teores de carboidratos em frutos de jugara descritos na literatura
variam de 28 a 42 % em matéria seca (DA SILVA et al., 2014; INADA
et al,, 2015), sendo a frutose e a glicose os principais agucares
encontrados. Os frutos de jugara sdo considerados mais doces do que 0s
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frutos de E. oleracea, visto que a concentracao de frutose em jugara (1 %)
é superior ao acai (0,4 %) (SCHAUSS et al., 2006; INADA et al., 2015).
A fibra dietética corresponde a mais de 64 % do total de carboidratos em
frutos de E. edulis e seu consumo pode fornecer uma boa ingestdo de fibra
alimentar, uma vez que possuem 27 % em matéria seca. Uma porcéo de
100 g pode fornecer cerca de 20 % da ingestdo diaria recomendada
(INADA et al., 2015).

Os frutos de jucara também apresentam concentracdes relevantes
de micronutrientes. Existem muitos minerais presentes nesses frutos, pelo
menos 17 elementos quimicos s@o encontrados. Os principais
macrominerais sao potassio, calcio e magnésio, enquanto ferro, manganés
e zinco sdo os microminerais predominantes (DA SILVA et al., 2013;
INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015; PUPIN et al., 2018). De
acordo com os dados publicados, o consumo de 200 mL de bebida de
jucara por um homem adulto seria responsavel por até 64 % da ingestdo
diaria recomendada para 0 manganés, 17 % para o ferro, 10 % para o
célcio, 8 % para o potassio, 7 % para 0 magnésio e 2,5 % para 0 zinco
(IOM, 2006). Como mostra a Tabela 1, os teores de potassio, célcio e de
magnésio em frutos de jucara séo superiores ao acai de E. oleracea e E.
precatoria, no entanto, manganés e zinco estdo em maiores concentragdes
em E. oleracea.

O consumo de frutos de jucara é também significativo para a
ingestdo diaria recomendada de vitaminas. Uma porg¢do de 100 g contém
147 mg de acido ascérbico (RUFINO et al., 2010). Esse valor é superior
a ingestdo diaria recomendada para todas as idades e sexos, a qual varia
de 15 a 120 mg/dia (I0M, 2006). Para a vitamina E, uma ingestdo de 100
g de bebida de jugara pode contribuir com cerca de 2,5 % da ingestdo
diaria recomendada para adultos, visto que esta por¢do apresenta 0,66 mg
de tocoferdis totais (INADA et al.,, 2015). Além disso, o teor de
carotenoides nos frutos de jugara também ¢é significativo (0,7 a 1,9 mg
100 g* em matéria fresca) (DA SILVA et al., 2014; INADA et al., 2015;
RUFINO et al., 2010) (Tabela 1). Um total de 13 carotenoides foram
identificados nos frutos de E. edulis por Da Silva et al. (2014), incluindo
9-cis-beta-caroteno, all-trans-p-caroteno, all-trans-a-caroteno, 13-cis-p-
caroteno, 15-cis-B-caroteno, all-trans-luteina, cis-luteina e 9-cis-
neoxantina.



Tabela 1. Lista comparativa da composicao nutricional de Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe precatoria.

(continua)

Nutriente Espécie Material analisado Concentracdo  Referéncia

Lipidios totais Euterpe edulis Bebida 25,2342 Schirmann et al. (2013)

(% em matéria seca) Euterpe edulis Fruto 18,4 -441 Borges et al. (2011)
Euterpe edulis Fruto 19,9 -58,9 Schulz et al. (2015)
Euterpe oleracea Acai 48 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 20,8 Rufino et al. (2011)
Euterpe precatoria Bebida 39,6 Yuyama et al. (2011)

Acido oleico Euterpe edulis Fruto 29,3-39,3 Schulz et al. (2015)

(% da fracdo lipidica) Euterpe edulis Fruto 44,1 - 55,6 Borges et al. (2011)
Euterpe oleracea Fruto 54,4 Sanabria e Sangronis (2007)
Euterpe oleracea Acai 52,7 Menezes, Torres e Srur (2008)
Euterpe precatoria Bebida 68,2 Yuyama et al. (2011)

Acido linoleico Euterpe edulis Fruto 28,9-30,9 Schulz et al. (2015)

(% da fracao lipidica) Euterpe edulis Fruto 18,2253 Borges et al. (2011)
Euterpe oleracea Fruto 12,5 Schauss et al. (2006)
Euterpe oleracea Fruto 16 Sanabria e Sangronis (2007)
Euterpe precatoria Bebida 75 Yuyama et al. (2011)

Acido linolénico Euterpe edulis Fruto 0,7-15 Schulz et al. (2015)

(% da fracao lipidica) Euterpe edulis Fruto 05-0,7 Borges et al. (2011)
Euterpe edulis Bebida 0,9 da Silva et al. (2013)
Euterpe oleracea Fruto 0,8 Schauss et al. (2006)
Euterpe oleracea Fruto 0,8 Sanabria e Sangronis (2007)
Euterpe precatoria Bebida 1,0 Yuyama et al. (2011)

Acido palmitico Euterpe edulis Bebida 34,4 da Silva et al. (2013)

(% da fracdo lipidica) Euterpe edulis Fruto 20,3-25 Borges et al. (2011)

Ge



Tabela 1. Lista comparativa da composicao nutricional de Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe precatoria.

(continuacdo)

Nutriente Espécie Material analisado Concentracdo  Referéncia

Acido palmitico Euterpe edulis Fruto 25,9-334 Schulz et al. (2015)

(% da fracao lipidica) Euterpe oleracea Fruto 23 Sanabria e Sangronis (2007)
Euterpe oleracea Acai 25,6 Menezes, Torres e Srur (2008)

Proteina Euterpe edulis Bebida 75 Inada et al. (2015)

(% em matéria seca) Euterpe edulis Fruto 6,6-7 Schulz et al. (2015)
Euterpe edulis Bebida 9,2 Carvalho et al. (2016)
Euterpe edulis Fruto 51-8,2 Borges et al. (2011)
Euterpe oleracea Fruto 6,3 Rufino et al. (2011)
Euterpe oleracea Acai 12 Gordon et al. (2012)
Euterpe precatoria Bebida 6,8 Yuyama et al. (2011)

Fibra dietética Euterpe edulis Bebida 27 Inada et al. (2015)

(% em matéria seca) Euterpe oleracea Fruto 20,9 Sangronis e Sanabria (2011)
Euterpe oleracea Fruto 20-130,9 Sanabria e Sangronis (2007)

Potassio Euterpe edulis Fruto 1051 - 1291 Schulz et al. (2015)

(mg 100g™ em matéria  Euterpe edulis Bebida 1090,8 da Silva et al. (2013)

seca) Euterpe oleracea Acai 930 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 697 Sangronis e Sanabria (2011)
Euterpe precatoria Bebida 1006 Yuyama et al. (2011)

Calcio Euterpe edulis Fruto 349,4 - 596,7 Schulz et al. (2015)

(mg 100g™ em matéria  Euterpe edulis Bebida 1040,6 da Silva et al. (2013)

seca) Euterpe oleracea Acai 423 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 373 Sangronis e Sanabria (2011)
Euterpe precatoria Bebida 224 Yuyama et al. (2011)
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Tabela 1. Lista comparativa da composicao nutricional de Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe precatoria.
(continuacdo)

Nutriente Espécie Material analisado Concentracdo  Referéncia

Magnésio Euterpe edulis Fruto 162,4 —188,7 Schulz et al. (2015)

(mg 100g* em matéria  Euterpe oleracea Acai 172 Gordon et al. (2012)

seca) Euterpe oleracea Acai 1244 Menezes, Torres e Srur (2008)

Ferro Euterpe edulis Bebida 4,3 Inada et al. (2015)

(mg 100g* em matéria  Euterpe edulis Fruto 46-7,3 Schulz et al. (2015)

seca) Euterpe oleracea Acai 7,8 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 4,4 Schauss et al. (2006)
Euterpe oleracea Acai 4,5 Menezes, Torres e Srur (2008)
Euterpe precatoria Bebida 6,2 Yuyama et al. (2011)

Manganés Euterpe edulis Fruto 48-85 Schulz et al. (2015)

(mg 100g™ em matéria  Euterpe edulis Bebida 3 Inada et al. (2015)

seca) Euterpe oleracea Acai 13,3 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 9 Sangronis e Sanabria (2011)
Euterpe oleracea Acai 10,7 Menezes, Torres e Srur (2008)

Zinco Euterpe edulis Bebida 0,9 Inada et al. (2015)

(mg 100g™ em matéria  Euterpe edulis Fruto 24-3 Schulz et al. (2015)

seca) Euterpe oleracea Acai 2,1 Gordon et al. (2012)
Euterpe oleracea Fruto 6 Sangronis e Sanabria (2011)
Euterpe oleracea Acai 2,8 Menezes, Torres e Srur (2008)
Euterpe precatoria Bebida 2,3 Yuyama et al. (2011)

Vitamina C Euterpe edulis Fruto 186 Rufino et al. (2010)

(mg 100g™* matéria Euterpe oleracea Fruto 84 Rufino et al. (2010)

fresca) Euterpe oleracea Acai 45,6 — 80,8 de Souza et al. (2009)
Euterpe precatoria Fruto 68,5 Neves et al. (2015)



Tabela 1. Lista comparativa da composicdo nutricional de Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe precatoria.

(concluséo)

Nutriente Espécie Material analisado Concentragdo  Referéncia
Vitamina E Euterpe edulis Bebida 0,7 Inada et al. (2015)
gmg 15)09'1 matéria Euterpe oleracea Fruto 147 da Costa et al. (2010)
resca

Carotenoides totais  Euterpe edulis Fruto 1,9 Rufino et al. (2010)
(mg 100g™* matéria Euterpe edulis Bebida 0,7 da Silva et al. (2014)
fresca) Euterpe oleracea Acai 05 Ribeiro et al. (2010)

Fruto: porgdo comestivel (epicarpo e mesocarpo); Bebida/Acai: porgédo comestivel e dgua.
Fonte: Adaptado de Schulz et al. (2016).
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4. Compostos fenolicos

As plantas produzem grande variedade de compostos organicos
divididos em metabolitos priméarios e secundarios. Os metabdlitos
primarios (aminoacidos, nucleotideos, aclcares e acil lipidios)
apresentam funcGes diretas no crescimento e desenvolvimento de todas
as plantas. Em contrapartida, os metabdlitos secundarios possuem
distribuicdo mais restrita no reino vegetal e sdo mais especificos a uma
espécie ou grupo de espécies relacionadas (TAIZ; ZEIGER, 2009). Suas
fungdes estdo relacionadas principalmente com a capacidade de
competicdo e sobrevivéncia das plantas e incluem: prote¢do contra
herbivoros e patdgenos, agem como atrativos (odor, cor e sabor) para
animais polinizadores e dispersores de sementes e atuam como agentes
de competicdo planta-planta e planta-microrganismos (SHAHIDI;
NACZK, 2004; NACZK; SHAHIDI, 2004; TAIZ; ZEIGER, 20009).

Os metabolitos secundarios séo divididos em trés grupos principais
guimicamente distintos: terpenos, compostos nitrogenados € compostos
fendlicos. Os ultimos fazem parte de um grande grupo com mais de 8000
compostos, os quais contém um anel aromatico ligado a um ou mais
grupos hidroxila (HUI, 2010; ROSA; ALVAREZ-PARRILLA;
GONZALEZ-AGUILAR, 2010).

De acordo com sua estrutura quimica basica, 0s compostos
fendlicos podem ser classificados como &cidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos, lignanas e taninos (Figura 5) (HAMINIUK et al., 2012;
SHAHIDI;  AMBIGAIPALAN, 2015). Esses compostos séo
biossintetizados por duas rotas metabodlicas basicas: a rota do acido
chiquimico e a rota do &cido maldnico. No entanto, a Gltima apesar de ser
uma fonte importante de compostos fenélicos em fungos e bactérias, €
menos significativa nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009; HUI, 2010). A
rota do &cido chiquimico converte precursores de carboidratos derivados
da glicolise e da rota pentose-fosfato em aminoacidos aromaticos. Destes,
a fenilalanina, a partir da eliminacdo de uma molécula de amoénia e
formag&o do &cido cindmico, é o principal aminoécido que dé origem as
classes mais abundantes de compostos fenélicos (TIWARI; CUMMINS,
2013; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Um esquema da biossintese
de compostos fendlicos esta apresentado na Figura 6.



Figura 5. Classificacdo dos compostos fenélicos e exemplos.

‘ COMPOSTOS FENOLICOS ‘

| l l l

oy

‘ Acidos fenélicos ‘ ‘ Flavonoides ‘ ‘ Estilbenos ‘ ‘ Lignanas ‘ ‘ Taninos ‘
J,—k—J/ Resveratrol J,—k—\l,
Derivados do dcido Derivados do acido Taninos Taninos
hidroxibenzoico hidroxicinimico hidrolisiveis condensados
Galico p—curlué.rico Elagitaninos Mondmeros
p-hidroxibenzoico Cafeico Galotaninos Polimeros
Vanilico Ferilico
Siringico Sinapico
Protocatecuico Clorogénico
Elagico
‘ Flavonois ‘ ‘ Flavanois ‘ ‘ Flavonas ‘ ‘ Flavanonas ‘ ‘ Antocianinas ‘ ‘ Isoflavonas

Quercetina Catequina Rutina Naringenina Cianidina Genisteina
Caempferol Epicatequina Apigenina Morina Delfinidina Daidzeina
Isoramnetina Epigalocatequina Crisina Eriodictiol Pelargonidina

Luteolina Leucocianidina

Fonte: Adaptado de Shahidi e Ambigaipalan (2015).
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Figura 6. Esquema simplificado da biossintese de compostos fendlicos.

Eritrose-4-fosfato
(resultante da rota da \l/

pentose-fosfato)

Acido fosfoenolpirtvico

(resultante da glicolise)

Rota do &cido chiquimico

V

Fenilalanina
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Derivados do } .
Acido cinamico malonico

Acetil CoA

NH3

4cido benzoico

Acido cafeico e \Z v
outros <— Acido p-cumérico Compostos
) fenilpropanoides fenélicos variados
Acido gélico
\l/ Chalconas
Taninos Estilbenos Flavonas
Flavanonas
hidrolisaveis Lignanas Isoflavonas

Di-hidroflavon6is ——>  Flavonois

Flavanois

Antocianinas

Taninos condensados

Fonte: Adaptado de Naczk e Shahidi (2004); Taiz e Zeiger (2009); Tiwari e
Cummins (2013).
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Em frutas, os flavonoides e os &cidos fendlicos sdo os compostos
fendlicos mais abundantes (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; HAMINIUK
et al., 2012). Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos
vegetais com cerca de 5000 compostos, sendo responsaveis por cerca de
dois tercos dos fendlicos dietéticos (HUI, 2006; HAMINIUK et al.,
2012). Sua estrutura basica contém 15 carbonos organizados na
configuragdo C6-C3-C6. No entanto, o esqueleto basico pode ter varios
substituintes, os quais influenciam na solubilidade dos flavonoides. Os
grupos hidroxila e aglcares aumentam a solubilidade em agua desses
compostos, enquanto que outros substituintes como éter metilico ou
unidades isopentil modificadas tornam os flavonoides hidrofébicos
(SHAHIDI; NACZK, 2004; TAIZ; ZEIGER, 20009).

Como mostrado anteriormente na Figura 5, os flavonoides sdo
classificados em flavanois, flavonois, antocianinas, flavonas, flavanonas
e isoflavonas (ROSA; ALVAREZ-PARRILLA; GONZALEZ-
AGUILAR, 2010; WIGHTMAN; HEUBERGER, 2015). Essa
classificacdo tem como base a ligacdo do anel aromatico com o anel
heterociclico, o grau de oxidacdo da cadeia de trés carbonos e 0s grupos
funcionais ligados ao anel heterociclico (WIGHTMAN; HEUBERGER,
2015). Na Tabela 2 estdo apresentadas as estruturas quimicas basicas das
subclasses dos flavonoides.



Tabela 2. Estrutura quimica bésica dos flavonoides e exemplos.
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. Exemplos
Estrutura béasica
Composto R1 R2
Flavonois Campferol H H
_OH Quercetina OH H
HO\(\\TOT\L Miricetina OH OH
Flavan0|s Catequina H OH
OH
Epicatequina OH H
_~~_~OH s q
o o L)
/T\ H‘
OH
Flavonas Apigenina H
Fl1 .
OH Luteolina OH
oc o
OH O
Flavanonas Naringenina H OH
R -
/L1 " Hesperetina OH OCH;
~
\
Ho o]
SON
OH O
Antocianinas Cianidina OH H
T1 Pelargonidina H H
OH .
/ijr Malvidina OCH; OCH;
& O\ .
HO -~ j\\ ‘R,
N N OH
OH
Isoflavonas Daidzeina H
Ho\r\ eN Genisteina OH
[ \,Lfﬂl
»
R, O ="~ oH

Fonte: Adaptado de Hui (2006).
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O segundo grupo de compostos fendlicos de maior importancia sao
os acidos fendlicos, o qual corresponde a quase toda a terga parte restante
dos fendlicos dietéticos (HAMINIUK et al., 2012). Sua estrutura bésica
¢ constituida por um anel benzénico, um grupamento carboxilico
funcional e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila
(SOARES, 2002; ANGELO; JORGE, 2007).

Devido a caracteristica das estruturas carbbnicas, os acidos
fenolicos sdo agrupados em duas subclasses: acidos hidroxibenzoicos e
acidos hidroxicinamicos, sendo que os Ultimos sdo 0s mais abundantes
em alimentos (HAMINIUK et al., 2012; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015). Os acidos hidroxibenzoicos apresentam sete tomos de carbono
(Cs — C1), enquanto que os acidos hidroxicindmicos apresentam nove
atomos de carbono (Cs — Cs), ambos com variacdo nas hidroxilacdes e
metilacBes do anel aroméatico (ANGELO; JORGE, 2007). Na Tabela 3
estdo apresentadas as estruturas quimicas basicas das duas subclasses dos
acidos fenolicos.

Tabela 3. Estrutura quimica basica dos acidos fenélicos e exemplos.

Exemplos
Estrutura bésica ]
Acido R1 R2 R3
Acidos hidroxibenzoicos p-Hidroxibenzoico H OH H
R Protocatecuico OH OH H
Vanilico OCH; OH H
Rz COOH L, .
Siringico OCH; OH OCH;
Galico OH OH OH
Ry
Acidos hidroxicinamicos p-Cumérico H OH H
- Cafeico OH OH H
Ferulico OCH; OH H
R \ Sinépico OCH; OH OCH;
COOH

Ry

Fonte: Adaptado de Shahidi e Ambigaipalan (2015).
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4.1. Compostos fendlicos em frutos de jucara

Estudos mostram que os frutos de jucara sdo excelentes fontes de
compostos fendlicos, visto que o teor de fenolicos totais é de 5672 a 7500
mg de equivalentes de acido galico (EAG) 100 g de matéria seca
(RUFINO etal., 2010; BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015). Esses
valores sdo maiores do que os encontrados para frutos das espécies E.
oleracea (3268 — 3437 mg EAG 100 g de matéria seca) (RUFINO et al.,
2010; GORDON et al., 2012) e E. precatoria (4067 mg EAG 100 g™ de
matéria seca) (NEVES et al., 2015), além de outras 14 frutas tropicais
brasileiras (< 3584 mg EAG 100 g* de matéria seca) (RUFINO et al.,
2010), framboesa, mirtilo e cereja (3138, 2482 e 2317 mg EAG 100 g*
de matéria seca, respectivamente) (DE SOUZA et al., 2014).

Em relagdo aos compostos fendlicos individuais, a Tabela 4 mostra
os 39 fendlicos ja descritos em estudos realizados com frutos de jucara;
12 4cidos fendlicos, 26 flavonoides e um estilbeno.

Estudos que descrevem compostos fendlicos individuais em frutos
de E. oleracea e E. precatoria sdo parcialmente consistentes com 0s
resultados descritos na literatura para os frutos de jucara. Orientina,
homoorientina, luteolina, vitexina e isovitexina sdo os flavonoides
descritos somente para os frutos da regido norte e nordeste do pais,
enquanto que rutina, aromadendrina, hispidulina e miricetina sdo
relatados apenas para os frutos de jucara. Em relagéo aos acidos fendlicos,
nos frutos de E. oleracea e E. precatoria se destacam os acidos vanilico,
p-hidroxibenzoico, siringico e clorogénico, todos descritos também para
os frutos de jucara (PACHECO-PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT,
2007; PACHECO-PALENCIA; MERTENS-TALCOTT; TALCOTT,
2008; PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; BORGES
etal., 2011; GORDON et al., 2012; BICUDO et al., 2014; BATAGLION
etal., 2015; SCHULZ et al., 2015).

A coloracdo violeta escura a negra desses frutos é devido a
presenca de antocianinas, as quais sdo os fendlicos de maior
concentragdo. Em frutos de jugara, as concentragcBes de antocianinas
monomeéricas totais variam de 409,8 a 634,3 mg de equivalentes de
cianidina 3-glicosidio 100 g* de matéria fresca (BORGES et al., 2011;
SCHULZ et al., 2015), enquanto que os frutos de E. oleracea e E.
precatoria apresentam valores de 205,6 e 422,7 mg de equivalentes a
cianidina 3-glicosidio 100 g de matéria fresca, respectivamente
(PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009), sendo que as
antocianinas predominantes nas trés espécies sdo cianidina 3-rutinosidio
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e cianidina 3-glicosidio (DE BRITO et al.,, 2007; PACHECO-
PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; GORDON et al., 2012).

Bicudo et al. (2014) e Schulz et al. (2015) avaliaram as mudangas
nas concentragdes de diferentes compostos fendlicos ao longo do ciclo de
matura¢do dos frutos de jucara. Em ambos os estudos, a maior parte dos
acidos fendlicos e flavonoides apresentou maiores concentragdes nos
estadios iniciais de maturacdo. As antocianinas, entretanto, apresentaram
maiores concentracfes nos frutos mais maduros, com redugéo dos teores
no periodo de senescéncia.

Considerando a elevada concentracdo de antocianinas nos frutos
de jucara e a instabilidade desses compostos, estudos vém sendo
realizados buscando aproveitar as propriedades funcionais e aumentar a
estabilidade desses pigmentos. Bicudo et al. (2015), Carvalho et al.
(2016) e Santana et al. (2016) investigaram diferentes condigdes e agentes
carreadores na producdo de microparticulas de bebida de jucara por
secagem em spray dryer, buscando um produto para ser aplicado como
corante natural e também para enriquecimento nutricional.



Tabela 4. Compostos fendlicos identificados em frutos de jugara (Euterpe edulis Martius).

(continua)

w

Referéncias

8

9

10 11

[y
N

13

14

Acido ferdlico
Acido galico
Acido protocatecuico
Acido p-cumarico
Acido benzoico
Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido siringico
Acido vanilico
Acido 4-hidréxibenzoico
Acido sinapinico
Acido elagico
Catequina
Epicatequina
Quercetina

Rutina

Apigenina
Luteolina
Taxifolina
Kaempferol
Resveratrol
Miricetina
Aromadendrina
Hispidulina

X X X X[~

X X X

X

X X X X X XX

X X X X|&

X X X X X X

X X X X

X X X X|o

X
X

X X X

X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X

X X X X X

X X X X X X

X

Ly



Tabela 4. Compostos fendlicos identificados em frutos de jugara (Euterpe edulis Martius).
(concluséo)

Referéncias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Isoquercetrina X
Orientina X
Vanilina X
Cianidina 3-glicosidio X X
Cianidina 3-rutinosidio X X X X X X X X X X
Cianidina 3-ramnosidio X X
Cianidina 3,5-diglicosidio X
Cianidina 3-sambubiosidio X X X
Cianidina 3,5-hexose pentose X
Delfinidina 3-glicosidio X X
Pelargonidina 3-glicosidio X X X X X X
Pelargonidina 3-rutinosidio X X
Peonidina 3-glicosidio X
Peonidina 3-rutinosidio X X X X
Malvidina 3-glicosidio X X
1 - De Brito et al. (2007); 2- Borges et al. (2011); 3 - Borges et al. (2013); 4 - Bicudo et al. (2014); 5 - Da Silva et al. (2014); 6 - Cardoso et al. (2015a); 7-
Cardoso et al. (2015b); 8 - Inada et al. (2015); 9 - Novello et al. (2015); 10 - Schulz et al. (2015); 11 - Guergoleto et al. (2016); 12 - Schulz et al. (2017);
13 - Vieira et al. (2017); 14 — Barroso et al. (2018).
Fonte: Préprio autor (2019).
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5. Radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes

Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie
molecular que contém um ou mais elétrons desemparelhados no orbital
atdbmico. O numero impar de elétrons de um radical livre o faz instavel,
de curta duragdo e altamente reativo (LOBO et al., 2010; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2012). Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo
denominados espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).

As principais ERO séo superéxido (O2"), hidroxila (HO"), peroxila
(ROO) e alcoxila (RO?). No entanto, ERO é um termo que inclui também
algumas espécies ndo radicais que derivam do O; capazes de gerar
radicais livres, como o oxigénio, o peroxido de hidrogénio (H202) e o
acido hipocloroso (HCIO). As ERN incluem o 6xido nitrico (NO*) e 0
dioxido de nitrogénio (NO2") como espécies radicalares e dxido nitroso
(N203), é&cido nitroso (HNO2) e peroxinitrito (ONOO™) como as
principais espécies ndo-radicalares (PHANIENDRA; JESTADI;
PERIYASAMY, 2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

As ERO e ERN podem ser geradas por fontes enddgenas ou
exogenas. As fontes enddgenas incluem as reagOes enzimaticas
envolvidas na cadeia respiratdria, na fagocitose, na sintese de
prostaglandinas e no sistema do citocromo P-450. Também sdo fontes os
processos ndo enzimaticos como reagdes cataliticas de ions metalicos,
processos fisioldgicos que envolvem oxigénio e sistemas de transporte de
elétrons. As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem estresse
como traumas, infeccOes, radiacdes, exercicios intensos, tabagismo,
pesticidas, poluicdo, certos medicamentos e estresse emocional (LOBO
et al., 2010; SIES; BERNDT; JONES, 2017; UMENO; BNU;
YOSHIDA, 2017).

As ERO e ERN, quando em baixas/moderadas concentracdes,
estdo envolvidas em fungbes fisioldgicas, como por exemplo, séo
importantes sinalizadores celulares, estdo envolvidos na regulacéo redox
no interior das células do sistema imune, bem como na inducdo de
resposta mitogénica (VALKO et al., 2007). No entanto, em situacoes
onde ocorre um desequilibrio entre a producdo de ERO e ERN e a
capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo, se tem o que
é denominado de estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2014; HAYASHI,
CORTOPASSI, 2015). Essa condicdo pode ocorrer por diferentes fatores:
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(a) aumento da producdo de ERO/ERN; (b) esgotamento das reservas de
antioxidantes; (c) inativacdo das enzimas antioxidantes; (d) diminuicédo
na producdo de enzimas antioxidantes e antioxidantes enddgenos; e,
finalmente, (e) combinacdes de dois ou mais dos fatores (LUSHCHAK,
2014).

Como consequéncia do estresse oxidativo, biomoléculas (DNA,
RNA, lipidios, proteinas) sdo oxidadas e, quando néo reparadas, acabam
comprometendo o funcionamento da célula e levando-a a morte por
apoptose ou necrose, 0 que estd associado ao desenvolvimento e
progressao de doencas cronicas e suas complicagbes (SCHAUSS, 2016;
SRIVASTAVA et al., 2017; UMENO; BIJU; YOSHIDA, 2017).

A fim de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo dos
radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicalares, o sistema
antioxidante presente no organismo atua a partir de diferentes
mecanismos: impedindo a formacdo dos radicais livres ou espécies nao-
radicalares (sistemas de prevencéo), impedindo a acdo desses (sistemas
varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das
estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (LOBO et al., 2010;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Usualmente, esse sistema é dividido em enzimatico e néo
enzimatico. O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas superéxido
dismutases (SODs), catalase (CAT) e o sistema glutationa (glutationa
redutase, glutationa peroxidases e glutationa S-transferases), as quais
atuam impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais livres e
espécies ndo-radicalares, ou seja, sdo capazes de bloquear a iniciacdo da
oxidacdo (LOBOetal., 2010; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012). No
sistema de defesa ndo enzimatico as moléculas interagem com as espécies
radicalares e sdo consumidas durante a reacdo, além disso, alguns
antioxidantes atuam sequestrando metais de transicdo, reduzindo assim a
ocorréncia de reacdes como a de Fenton (JENSEN, 2003). Nesta
classificacdo, incluem-se, especialmente, os compostos antioxidantes de
origem dietética, entre os quais se destacam o acido ascorbico, a vitamina
E, os carotenoides e os compostos fendlicos (SIES; BERNDT; JONES,
2017).

A atuacdo das enzimas antioxidantes visa a manutencédo de baixas
concentragdes de radical superéxido e de peréxido de hidrogénio, desta
maneira, evitando a formacéo do radical hidroxil, altamente reativo e
deletério as células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012). No entanto,
apesar de as defesas antioxidantes endogenas serem efetivas, ocorre
constantemente a formacdo de ERO e ERN. Sendo assim, as agdes dos
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antioxidantes obtidos a partir da da dieta somam-se as dos antioxidantes
enddgenos formando uma defesa apropriada contra as reagles de
oxidacdo e, portanto, realizando um importante papel na manutengéo da
salde (SALVADOR; HENRIQUES, 2004; LOBO et al., 2010). Estudos
com humanos tém mostrado que a oxidacdo de biomoléculas pode ser
reduzida pelo consumo de concentragdes apropriadas de compostos
antioxidantes (PRASAD et al., 2007; ROBERTS et al., 2007; JACOB et
al., 2008; MARIANI et al., 2008; DI GIACOMO et al., 2009;
MARTINEZ-TOMAS et al., 2012; RANGEL-HUERTA et al., 2015).

Estudo realizado por Cardoso et al. (2015a) com humanos
saudaveis avaliou o efeito do consumo agudo de suco de jucara (E. edulis)
sobre marcadores antioxidantes enddgenos e peroxidacdo lipidica. Os
resultados mostraram um efeito positivo com aumento do potencial
antioxidante redutor de ferro e da enzima glutationa peroxidase (GPx),
além da reducdo da peroxidacéo lipidica.

Em modelos animais, Cardoso et al. (2015b), Novello et al. (2015)
e Oyama et al. (2016) demonstraram aumento do potencial antioxidante
em camundongos que receberam dietas contendo extratos de frutos de
jucara. Os autores sugerem que a atividade de enzimas como a CAT e
SOD foi suprimida pela presenca de antioxidantes naturais desses frutos.

Estudo de Schulz et al. (2015) que avaliou compostos fendlicos
individuais demonstrou que quercetina, rutina e antocianinas foram os
compostos que apresentaram correlacdo positiva significativa com a
capacidade antioxidante in vitro dos frutos de jucara. As antocianinas
também foram os principais compostos associados com o efeito
citoprotetor do extrato de frutos de jugara contra o dano oxidativo em
cultura de células Vero (BORGES et al., 2013).

5.1. Estresse oxidativo e neurodegeneracéo

Os neur6nios consistem de um corpo celular, dendritos, um
axo6nio alongado e terminais nervosos que formam parte de uma sinapse,
gue é a comunicagao entre neurbnios mediada por neurotransmissores
(MARTIN, 2013), sendo que o glutamato é o principal neurotransmissor
excitatorio no cérebro de mamiferos (WALTON; DODD, 2007;
KOEPPEN; STANTON, 2009).

Em processo fisiolégico normal da transmisséo sinaptica, quando
0 neurdnio é estimulado, os terminais glutamatéricos pré-sinapticos séo
despolarizados e o glutamato vesicular é liberado por exocitose na fenda
sinaptica de forma dependente de Ca?*, e entdo se liga aos receptores pos-
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sinapticos estimulando o influxo de cations, o que resulta na propagacao
do estimulo. A despolarizagéo é terminada rapidamente pela remogéo do
neurotransmissor (BARBOSA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2006;
WALTON; DODD, 2007).

Concentracdes elevadas de glutamato na fenda sinaptica podem
desencadear uma superestimulacao dos receptores glutamatéricos, o que
pode levar a um processo conhecido como excitotoxicidade
glutamatérica, a qual pode ocorrer em condi¢cdes que incluem a
insuficiéncia na captacdo de glutamato e a despolarizagéo prolongada da
terminacdo nervosa (BARBOSA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2006).
Essas concentragBes excitotoxicas de glutamato podem resultar no
aumento da concentracdo de célcio (Ca*?) intracelular a niveis que
superativam lipases, proteases, endonucleases e outras enzimas
catabdlicas (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003). Os niveis elevados de
Ca*? também conduzem a producéo de ERO, que podem ser formados a
partir da ativacdo da dxido nitrico sintase (NOS) neuronal, levando a
producao elevada de 6xido nitrico (NOe¢), com consequente oxidacdo de
membranas e morte celular (KIM et al., 2016). Além disso, sabe-se que
as ERO, a partir da oxidacdo de grupos tidis na estrutura dos
transportadores de glutamato, podem inibir a sua captacéo, o que leva ao
maior acimulo desse neurotransmissor na fenda sinéptica (TROTTI,
DANBOLT; VOLTERRA, 1998; MIRALLES et al., 2001; ASSOUS et
al., 2014).

Outra via de citotoxicidade causada por estresse oxidativo
induzido pelo glutamato envolve a inibicdo do sistema ‘“‘antiporter”
glutamato-cistina, a qual promove o efluxo e/ou bloqueio da captacédo de
cistina. Isto resulta em deplecdo de glutationa e acimulo de ROS
intracelular, e consequente morte celular (TAN; WOOD; MAHER,
1998).

O estresse oxidativo é proposto como um dos principais fatores
associados a etiologia de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer,
Parkinson, Huntington e a esclerose lateral amiotrdfica, as quais sdo
neuropatias que se caracterizam, na maioria dos casos, por uma
diminuicdo no nimero de células de populagdes especificas de neurbnios
e podem causar perda de funcGes cognitivas e fisicas (CHO et al., 2012;
CHANG et al., 2013; KIM et al., 2013; JEONG et al., 2014).

O termo neuroprotecdo relaciona-se com mecanismos que
protegem os neurdnios da apoptose ou da degeneracdo devido a lesdo
cerebral aguda ou como consequéncia de doencas neurodegenerativas
cronicas (KIM et al.,, 2010). Muitos agentes neuroprotetores de
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modulagdo de respostas celulares contra estimulos nocivos, como o
estresse oxidativo, ja foram estudados (KIM et al., 2010; HWANG;
SHIH; YEN, 2012; KIM et al., 2013; SUBASH et al., 2014).

Recentemente, tem sido demonstrado que os compostos fenélicos
atuam como potenciais agentes neuroprotetores tanto em linhagens de
células quanto em culturas primarias de neurdnios (VYAS et al., 2013;
WONG et al., 2013; SUBASH et al., 2014; XIONG et al., 2014; AKBAR
et al., 2016; CHOI et al., 2016). Estudos tém demonstrado efeitos de
neuroprotecdo dos compostos fendlicos presentes em frutas citricas
(HWANG; SHIH; YEN, 2012) e outras como como mirtilo, amora e
morango (FORTALEZAS et al., 2010; TAVARES et al., 2012; VYAS et
al., 2013; SUBASH et al., 2014). Wong et al. (2013), Machado et al.
(2016) e Torma et al. (2017) observaram que extratos de acai da palmeira
Euterpe oleracea apresentaram efeito protetor em células neuronais.

Os efeitos de neuroprotecdo dos compostos fendlicos,
especialmente flavonoides, tém sido atribuidos a sua capacidade de
inativacdo de radicais livres por si s4, como também pela agdo em vérios
processos hioldgicos, tais como quelante de ferro, ativacdo de genes de
sobrevivéncia, vias de sinalizacdo celular e regulagdo da funcéo
mitocondrial (DORE, 2005; HWANG; SHIH; YEN, 2012). Algumas
caracteristicas estruturais sdo apontadas como sendo determinantes para
a atividade neuroprotetora de alguns flavonoides, como a presenca do
grupamento hidroxila na posi¢do 3 do anel C, um anel C insaturado e
hidrofobicidade (ISHIGE; SCHUBERT; SAGARA, 2001).

6. Bioacessibilidade

O termo bioacessibilidade passou a ser utilizado por
pesquisadores da area de alimentos no ano 2000 e é definido como a
concentracdo de um determinado nutriente ou composto em estudo que é
libertada da matriz do alimento durante o processo digestivo e torna-se
disponivel para ser absorvida pelo organismo (KULKARNI et al., 2007;
COZZOLINO, 2009; CARDOSO et al., 2014; MARZE, 2015).

Quando se trata da fracdo do composto que € libertada da matriz
do alimento, absorvida e com potencial para suprir demandas fisioldgicas,
o termo utilizado é biodisponibilidade (ETCHEVERRY; GRUSAK;
FLEIGE, 2012; CARDOSO et al., 2014). Muitas vezes, utiliza-se o termo
biodisponibilidade quando se trata de bioacessibilidade, sendo importante
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evidenciar que sdo dois termos distintos, embora relacionados, visto que
para 0 nutriente ou composto se tornar biodisponivel necessita,
primeiramente, estar bioacessivel (FERNANDEZ-GARCIA;
CARVAIJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009).

Existem duas maneiras de se avaliar a bioacessibilidade de um
determinado composto ou nutriente: testes in vivo e testes in vitro. Ambos
0s métodos possuem vantagens e desvantagens, e usar um ou outro
depende principalmente dos propoésitos da analise e da disponibilidade de
materiais para efetud-lo. A abordagem in vivo exige um maior tempo e
recursos especificos para um controle experimental adequado, além de
possuir algumas limitacfes analiticas e éticas (CARDOSO et al., 2014).
Esses testes incluem basicamente estudos de balangco de massas e de
concentracdo tecidual. Os primeiros determinam a quantidade de
nutriente absorvida, a partir da diferenca entre quantidades ingeridas e
excretadas, e nos Gltimos monitora-se 0 aumento da concentracdo do
composto de interesse no plasma sanguineo. Ambas as abordagens sdo
realizadas com animais experimentais ou humanos (FERNANDEZ-
GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009; CARDOSO
etal., 2014).

Por outro lado, os métodos in vitro apresentam-se como
alternativa aos estudos in vivo, visto que sdo mais simples, rapidos, de
menor custo e sem restricBes éticas. A escolha de condic¢Bes controladas
e de facil amostragem torna os modelos in vitro muito adequados para
estudos mecanicistas e construcdes de hipoteses (MINEKUS et al., 2014).
Esta abordagem in vitro consiste em submeter amostras alimentares a
condigdes que simulam a sequéncia de processos que ocorrem durante a
digestdo no trato gastrointestinal humano (HUR et al., 2011,
ALMINGER et al., 2014). Desta forma, a composi¢do quimica dos
fluidos digestivos, o pH, a temperatura e 0 tempo de residéncia tipico de
cada compartimento devem ser semelhantes as do sistema digestivo.

A maioria dos estudos emprega enzimas digestivas, sais biliares,
temperatura de 37 °C, tempo de duas horas, pH 2-3 na etapa géastrica e pH
6-7 na etapa intestinal. No entanto, em alguns casos executa-se ainda a
fase oral antes dos procedimentos que compreendem a etapa gastrica e
intestinal (HUR etal., 2011; ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012;
ALMINGER et al., 2014; MINEKUS et al., 2014). A Figura 7 mostra as
condi¢des comumente empregadas em cada fase da simulacdo da digestdo
gastrointestinal.



55

Figura 7. Procedimento comumente empregado para avaliacdo da
bioacessibilidade.

FASE ORAL

Trituragdo

37°C 10 min

pHG6-7

Amilase, saliva sintética, ions

FASE GASTRICA
FASE INTESTINAL 37°C 1-2h
37°C Zh pH2-3
pH6-7 Pepsina, dcido cloridrico
Bicarbonato de sodio, pancreatina,
sais biliares

Fonte: Adaptado de Etcheverry, Grusak e Fleige (2012) e Alminger et al. (2014).

No entanto, devido a complexidade das reacGes e mecanismos
envolvidos nas condi¢des fisioldgicas individuais (idade, genotipo, estado
nutricional, quantidade de secrecdo géstrica e intestinal, tipo de
microbiota intestinal), a abordagem in vitro apresenta limitacGes, o que
impede a simulacdo integral de todo o sistema gastrointestinal
(ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012). Neste contexto, a
abordagem in vitro é considerada como uma analise prévia das alteracfes
que ocorrem in vivo com 0s nutrientes e compostos, e constitui uma
ferramenta Gtil para a aquisi¢do de informacdes sobre influéncias tanto da
matriz do alimento quanto do sistema gastrointestinal sobre a
potencialidade dos diferentes nutrientes e compostos a serem absorvidos
pelo organismo (ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012;
ALMINGER et al., 2014).

Dessa forma, levando em consideracdo que a bioacessibilidade
pode contribuir para prever a eficacia nutricional de produtos alimentares,
muitos estudos sobre essa temética tratando de diferentes compostos nas
mais diversas matrizes alimentares tém sido publicados. Em frutas,
estudos de bioacessibilidade de compostos fendlicos sdo 0s mais
encontrados, sendo que ja foram avaliados uva (TAGLIAZUCCHI et al.,
2010), maca (BOUAYED; HOFFMANN; BOHN, 2011; BOUAYED et
al., 2012), amora (LIANG et al., 2012), ameixa (BOBRICH et al., 2014),
romd (SENGUL; SUREK; NILUFER-ERDIL, 2014), morango
(KOSINSKA-CAGNAZZO et al., 2015) e figo (SENEN; ESRA, 2015).
A maioria dos estudos citados também apresenta dados da capacidade



56

antioxidante dessas frutas antes e ap6s a simulacdo da digestdo
gastrointestinal.

Em frutos do género Euterpe, dados sobre bioacessibilidade sao
ainda escassos. Um estudo realizado por Fernandes (2015) com bebida de
jucara avaliou compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas
totais e capacidade antioxidante antes e ap6s a simulagdo da digestao
gastrointestinal. Ap06s a abordagem in vitro, houve uma reducdo nos trés
parametros avaliados, 0 que sugere que ocorrem modificagdes na
estrutura quimica de compostos fendlicos durante a transi¢do
gastrointestinal, as quais influenciam na capacidade antioxidante.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO
SOBRE COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE DE FRUTOS DE JUCARA (Euterpe edulis
Martius) EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO

As informagdes do presente capitulo foram publicadas em:

SCHULZ, M. et al. Bioaccessibility of bioactive compounds and antioxidant
potential of jucara fruits (Euterpe edulis Martius) subjected to in
vitro gastrointestinal digestion. Food Chemistry, v. 228, p. 447-454, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.038


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617302273
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617302273
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617302273
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.038
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Resumo

Este estudo investigou os efeitos da simulacdo da digestdo gastrointestinal
sobre compostos fendlicos individuais e capacidade antioxidante em
frutos de jucara durante sete estadios de maturagdo. Os compostos
fendlicos foram determinados por cromatografia liquida com fonte de
ionizacdo por eletronebulizacdo acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-ESI-MS/MS) e a capacidade antioxidante pelos ensaios
de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e poder
redutor do ferro (FRAP). Ap6s a simulagdo da digestdo gastrointestinal,
a maioria dos compostos estudados, bem como a capacidade antioxidante
apresentaram valores inferiores aos obtidos por extracdo quimica. Para os
compostos fendlicos, foram encontrados valores de até 22,9 mg 100 g*
(em matéria seca) no extrato bruto, enquanto que ap6s a digestdo in vitro
o valor maximo foi de 14,43 mg 100 g ! (em matéria seca). A capacidade
antioxidante no extrato bruto foi de 43 a 123 mg equivalentes de acido
ascoOrbico 100 g* para o DPPH e de 419 a 1324 umol Fe 11 100 g para o
FRAP (em matéria seca), com uma reducdo de 51 a 78% ap0s a digestdo
in vitro. As fracGes bioacessiveis de quercetina, e dos 4acidos
protocatecuico e p-cumdrico apresentaram correlagdo positiva e
significativa com a capacidade antioxidante. Este estudo demonstrou que
os estadios de maturacdo dos frutos de jucara influenciaram na
bioacessibilidade dos compostos fendélicos e na capacidade antioxidante.
Para uma maior ingestdo de compostos fendlicos bioacessiveis, 0s
resultados obtidos indicam que os frutos de jucara devem ser coletados a
partir do estadio de maturacdo 4 (30 a 69 dias apds o aparecimento dos
frutos vermelhos no cacho).

Palavras-chave: Digestdo in vitro. Bioacessibilidade. Compostos
bioativos. DPPH. FRAP. Acai.
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1. INTRODUCAO

A espécie Euterpe edulis Martius, nativa da Mata Atlantica e
popularmente conhecida como palmeira jucara, produz frutos comestiveis
gue apresentam um fino mesocarpo de coloracdo violeta escura a negra
guando maduros, os quais sdo muito semelhantes aos frutos das palmeiras
Euterpe oleracea Martius e Euterpe precatoria Martius cultivados nas
regides norte e nordeste do pais (DE BRITO et al., 2007; SCHULZ et al.,
2016).

A experiéncia consolidada com o acai das espécies E. oleracea e
E. precatoria tem servido como um guia para o uso dos frutos da palmeira
jucara (E. edulis) para consumo humano (TIBERIO et al., 2012). O
processamento desses frutos resulta em um liquido que é cremoso com
uma cor parpura escura intensa e sabor caracteristico, que pode ser
consumido na forma de bebida e como ingrediente em muitos alimentos
(BORGES et al., 2011; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; SCHULZ et
al., 2016).

Estudos que tratam da composicao de jugara mostram que esses
frutos apresentam como principais nutrientes acidos graxos insaturados,
proteinas, vitaminas C e E, minerais e fibras dietéticas (RUFINO et al.,
2010; BORGES et al., 2011; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015).
Em relacdo aos fitoquimicos, os frutos de jucara sdo considerados uma
fonte de polifendis, com concentra¢Ges substanciais de acidos fendlicos
como ferulico, galico, protocatecuico e p-cumarico; e flavondides,
especialmente quercetina, rutina (BORGES et al., 2013; SCHULZ et al.,
2015; GUERGOLETTO et al., 2016) e antocianinas cianidina-3-
rutinosidio e cianidina-3-glicosidio (DA SILVA et al., 2014; BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014; NOVELLO et al., 2015).

A composicdao fendlica dos frutos de jucara tem sido relacionada
com efeitos antioxidantes in vitro (RUFINO et al., 2010; BORGES et al.,
2011; DA SILVA et al., 2013; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; INADA
etal., 2015; SCHULZ et al., 2015), em cultura de células Vero (BORGES
etal., 2013), em modelos animais (CARDOSO et al., 2015b; OYAMA et
al., 2016) e em humanos (CARDOSO et al., 2015a).

Devido a sua composicao e excepcional capacidade antioxidante,
o fruto de jugara tem sido mencionado como um "super alimento"
(FELZENSZWALB etal., 2013; CUNHA JUNIOR et al., 2015; CUNHA
JUNIOR et al., 2016). No entanto, a avaliacdo da potencial qualidade e
funcionalidade de um alimento, na maioria das vezes, ¢ realizada com
base apenas em resultados de extratos quimicos, que geralmente diferem
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significativamente dos resultados obtidos apds a digestdo gastrointestinal
(KULKARNI et al., 2007; SWIECA, 2016). Nesse contexto, sabe-se que
0 teor de nutrientes presente nos alimentos pode ndo estar disponivel
totalmente para a absorcdo e utilizacdo pelo organismo humano
(COZZOLINO, 2009; MCCARTHY e O'BRIEN, 2013). Dessa forma,
estudos sobre a bioacessibilidade de compostos em alimentos s&o
importantes, uma vez que apenas 0s compostos liberados da matriz
alimentar estdo potencialmente disponiveis para a absor¢do no intestino
delgado e sdo capazes de exercer os seus efeitos benéficos (HUR et al.,
2011).

Além da bioacessibilidade, a data de colheita dos frutos pode
influenciar na concentracdo de nutrientes e de compostos que serd
utilizada pelo organismo humano, uma vez que o estadio de maturacédo
influencia nas concentra¢des de compostos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os
frutos de jucara tém um ciclo de maturagdo longo, visto que é possivel
obter frutos comestiveis visualmente semelhantes por um periodo
superior a dois meses (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; SCHULZ et al.,
2015).

Considerando esses aspectos e a auséncia de estudos sobre
bioacessibilidade em frutos de jucara, o objetivo deste trabalho foi
guantificar os compostos fendlicos e a capacidade antioxidante do extrato
bruto de amostras de frutos de jucara coletados em Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil, em sete estadios de maturacéo e paralelamente avaliar a
bioacessibilidade desses compostos apds a simulacdo da digestdo
gastrointestinal.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes e solucGes

Todos os reagentes utilizados possuiam pureza analitica e todas
as solucbes foram preparadas usando agua desionizada de alta pureza
(18,2 MQ.cm) obtida pelo sistema de ultra purificagdo de agua Milli Q
(Millipore, Bedford, EUA). Hexano, éter etilico, acido ascorbico, cloreto
férrico e sulfato ferroso foram adquiridos da Vetec (Duque de Caxias, RJ,
Brasil). Metanol, &cido cloridrico, acido férmico, 2,4,6-tris-(2-piridil)-
1,3,5-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), bicarbonato
de sédio, pepsina, glicodesoxicolato de sédio, taurodeoxicolato de sodio,
taurocolato de sodio e pancreatina foram obtidos da Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes de fendlicos (&cido 4-
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aminobenzoico, acido salicilico, acido cinamico, acido p-anisico, acido
mandélico, vanilina, 4&cido 4-hidroximetilbenzéico, &cido 3,4
dihidroxibenzdico, umbeliferona, 4&cido 4-hidroxicinamico, &cido
metoxifenilacético, 4&cido vanilico, &cido 4-metilumbeliferona,
coniferaldeido, acido cafeico, siringaldeido, escopoletina, acido galico,
protocatecuico,  vanilico, p-cumarico, resveratrol, campferol,
aromadendrina, hispidulina, quercetina, taxifolina, miricetina, rutina,
acido ferulico, acido siringico, sinapaldeido, &cido sinapico, crisina,
pinocenbrina, apigenina, galangina, naringenina, eriodictiol, fustina,
catequina, epicatequina, acido elagico, carnosol, acido clorogénico, acido
rosmarinico, isoquercitrina, naringina) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e Fluka Chemie AG (Buchs,
St. Gallen, Suica).

2.2. Amostragem

As amostras dos frutos de jucara foram coletadas no bairro
Costeira do Pirajubaé, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (latitude
27°35'48" 'S, longitude 48°32'57” 0), durante 0s meses de agosto a
novembro de 2013, totalizando sete estadios de matura¢do, como segue:
0 (estadio 1), 17 (estadio 2), 23 (estadio 3), 30 (estadio 4), 42 (estadio 5),
56 (estadio 6) e 69 (estadio 7) dias ap6s o aparecimento dos frutos
vermelhos nos cachos. Esses estadios foram selecionados a fim de
contemplar os mesmos estadios de maturacdo avaliados por Schulz et al.
(2015), buscando definir o melhor estadio de maturacdo para melhor
aproveitamento nutricional e bioativo dos frutos de jucara.

Foram coletados frutos de trés palmeiras sadias com frutos
suficientes a possibilitar coletas de 100 g de frutos ao longo de todos os
estadios de maturagdo. Os frutos foram colhidos preservando-se os
cachos, realizando-se retirada das bagas sadias em diferentes estadios de
maturacdo. Os frutos selecionados foram armazenados em embalagens
plasticas e transportados em caixas térmicas ao Laboratdrio de Quimica
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.3. Preparo da amostra

A porcdo comestivel dos frutos (epicarpo e mesocarpo) foi
separada manualmente e passou por branqueamento por imerséo a 85 + 2
°C por 10 minutos. Na sequéncia, foi submetida a secagem em estufa de
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ar circulante (Fabbe 170, Sdo Paulo, Brasil) a 45 = 2 °C por 12 horas
(BORGES et al., 2013), resfriada em dessecador e triturada em moinho
ultra centrifugo (Retsch Z200, Haan, Alemanha) com peneira de 1 mm a
uma velocidade de 11200 g. Em seguida, as amostras foram armazenadas
a-18+2°C.

2.4. Preparo dos extratos

As amostras foram previamente desengorduradas de acordo com
Borges et al. (2013). Um grama de amostra desidratada e triturada foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 50 mL, adicionada de 25 mL de
hexano e submetido ao banho ultrassom (Unique 1400A, S&o Paulo,
Brasil) por 15 minutos a 25 °C, seguida de centrifugacdo a 1010 g (Fanem
280R, Sdo Paulo, Brasil) por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo
removido e o residuo submetido a mais duas extragdes com hexano.

O preparo dos extratos para quantificacdo dos compostos
fendlicos e avaliagdo da capacidade antioxidante foi realizado como
segue: as amostras previamente desengorduradas foram adicionadas de 5
mL de metanol e 5 mL de HCI 6 mol L* e submetidas a hidrdlise acida a
85 °C por 30 minutos em estufa (Labor SP 400/1, Sao Paulo, Brasil). Em
seguida, a solucdo foi ajustada a pH 2 e submetida a extragdo por parti¢do
com 10 mL de éter etilico. O extrato foi centrifugado a 1010 g por 10
minutos (Fanem 280R, S&o Paulo, Brasil). O residuo foi submetido a mais
dois ciclos de particdo com éter etilico, os sobrenadantes combinados,
rotaevaporados até completa secagem (Fisatom 802, Sdo Paulo, Brasil) e
0 extrato residual suspenso em metanol e seu volume aferido para 1 mL
(SCHULZ et al., 2015). Para inje¢do no LC-ESI-MS/MS, 0s extratos
suspensos foram centrifugados durante 4 minutos a 14000 g (Eppendorf
22331, Hamburgo, Alemanha) e diluidos em metanol: 4gua (30: 70).

2.5. Determinagéo dos compostos fenolicos por LC-ESI-MS/MS

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos nos
frutos de jucara foi realizada de acordo com Schulz et al. (2015). Quarenta
e sete compostos fendlicos foram pesquisados utilizando um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, modelo 1200 Series (Agilent
Technologies, Alemanha) acoplado a espectrdmetro de massas com
analisador triploquadrupolo e ion trap linear, modelo Q Trap 3200
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). Os experimentos foram
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realizados utilizando fonte de ionizacdo por  eletrospray
TurbolonSprayTM (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada) em modo
negativo. Os compostos foram separados em coluna SynergiTM (4.0 pm,
2.0 x 150 mm d.i.; Phenomenex, EUA). A fase movel consistiu de uma
solucdo de metanol 95 % e agua 5 % (A) e de agua com acido férmico
0,1 % (B). A separacdo foi realizada a 30 °C utilizando eluigdo por
gradiente segmentado de acordo com as seguintes etapas: 0 — 5 min, 10
% A;5—7min, 90 % A; 7 - 10 min, 90 % A; 10 — 17 min, 10 % A. O
fluxo utilizado foi de 250 uL min e 0 volume de inje¢io foi de 10 pL. A
coluna foi condicionada entre corridas com fase mével inicial durante 5
minutos.

Os compostos foram monitorados utilizando monitoramento de
reacdes maltiplas (MRM). A identificacdo dos compostos fendlicos foi
realizada com base no tempo de retengo, ion precursor e seus fragmentos
através da comparacdo com o0s respectivos padrGes disponiveis
comercialmente. A otimizacdo dos parametros do espectrometro de
massas foi realizada por infusdo direta de solugbes contendo cada
composto de interesse individualmente. A quantificagdo foi realizada
monitorando um ion quantitativo selecionado para cada composto e
utilizando curva de calibragdo construida em razdo dos compostos
previamente identificados. O software Analyst versdo 1.5.1 foi usado para
aquisicdo e tratamento dos dados obtidos. Os pardmetros do
espectrdmetro de massas obtidos para 0s quarenta e sete compostos
fenolicos testados estdo apresentados no Apéndice A. Os resultados de
concentracdo dos compostos nas amostras foram expressos em mg por
100 g de porcdo comestivel (epicarpo e mesocarpo) seca desengordurada.

2.6. Avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro

2.6.1. Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)

Esse método consistiu em avaliar a capacidade antioxidante da
amostra via atividade sequestradora do radical livre estdvel DPPH de
acordo com a metodologia proposta por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995). A solucdo de trabalho foi preparada com o radical DPPH
a uma concentracdo de 0,1 mmol L em metanol e sua absorbancia
ajustada a 0,800 £ 0,02 em 515 nm em um espectrofotbmetro Spectro
Vision SB 1810-60 S (Pequim, China). Uma aliquota de 2,9 mL foi
adicionada em cubeta de vidro e a leitura da absorbéncia inicial foi
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realizada a 515 nm (tomin). Na sequéncia, foi adicionado 0,1 mL do extrato
da amostra, a mistura foi homogeneizada e mantida ao abrigo da luz em
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, realizou-se a leitura
da absorbancia final (tsomin). O percentual de inibicdo do radical foi
calculado de acordo com a seguinte equacao:

Of imihins o 4 Abs final
% inibicdo = 1 beinicial X 100
Uma curva padrdo com acido ascorbico foi preparada (20 — 140
mg L) e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de
acido ascorbico por 100 g de porcdo comestivel seca desengordurada.

2.6.2. Método de reducdo do ferro (FRAP)

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP, o
gual esta baseado na capacidade dos antioxidantes da amostra em reduzir
o Fe®* em Fe?*, foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996). Um
volume de 0,2 mL de solucéo de cloreto férrico 3 mmol L foi adicionado
a um tubo tipo Falcon de 14 mL. Em seguida, 0,2 mL da amostra foi
adicionado, a mistura homogeneizada em vortex e acondicionada em
banho de agua Depron/DMB (Benfer do Brasil, Sao Paulo, Brasil) a 37 +
2 °C por 30 minutos. Ap6s, foi adicionado 3,6 mL de solucédo de 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine (TPTZ) e este permaneceu em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi em
620 nm. Foram preparadas duas curvas padrdo, uma com acido ascorbico
(40 — 700 mg L) e outra com sulfato ferroso (10 — 1000 pmol Fe 11 L?)
e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido
ascarbico (EAA) e em pumol Fe Il por 100 g de porcdo comestivel seca
desengordurada.

2.7. Bioacessibilidade

A simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada
com base no método descrito por Bertin et al. (2016). Foi adicionado 0,2
g de amostra seca desengordurada em tubo do tipo Falcon (50 mL) e, em
seguida, adicionados 3 mL da solucdo de fluido géstrico (0,32 g de
pepsina + 0,7 mL de HCI 12 mol L ! e avolumado com agua desionizada
para 100 mL). A mistura foi mantida em uma estufa com agitacdo modelo
TE820 (Tecnal, Piracicaba, Brasil) por 2 h a 37 °C. Posteriormente, para
a simulacdo da digestdo intestinal foram adicionados 3 mL de fluido
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intestinal (0,08 g glicodeoxicolato de sodio + 0,05 g de taurodeoxicolato
de sodio + 0,08 g de taurocolato de sddio hidrato + 0,5 g de pancreatina
avolumados em 100 mL com NaHCO3z 3 % m/v), com ajuste do pH para
6,8. Novamente a mistura foi mantida em estufa com agitacéo por 2 h a
37 °C. Ao final, os frascos contendo as amostras foram retirados da estufa
e resfriados até temperatura ambiente.

Apbs resfriamento, foi realizada a centrifugacdo das solucdes a
uma velocidade de 1700 g por 20 minutos em centrifuga modelo 280R
(Fanem, Sdo Paulo, Brasil). Os sobrenadantes resultantes da digestdo
gastrointestinal foram coletados e submetidos a extra¢do por particdo com
10 mL de éter etilico (trés vezes) e os extratos foram combinados e
rotaevaporados até completa secagem. O extrato residual foi suspenso em
metanol e seu volume aferido para 1 mL para determinacdo dos
compostos fendlicos e da capacidade antioxidante.

Ao final da quantificacdo, a bioacessibilidade foi calculada como
segue:

Y
Bioacessibilidade (%) = 7 X 100

Onde, Y ¢é o teor fendlico bioacessivel, ou seja, o teor do fendlico
determinado apds a digestdo in vitro e Z é o teor total do fendlico na
amostra (obtido a partir da extracdo quimica).

2.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Para
identificar diferencas significativas entre as médias dos diferentes
estadios de maturacdo foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey. O teste t de Student foi usado para identificar diferengas
significativas entre os valores encontrados antes e ap6s a digestao
gastrintestinal em cada estadio de maturacdo. Correlagbes entre a
capacidade antioxidante e os compostos fendlicos individuais foram
estabelecidas a partir do coeficiente de correlacdo de Pearson. A andlise
de componentes principais foi realizada para demonstrar agrupamentos
de amostras e suas varidveis. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software STATISTICA 13.0, admitindo nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Compostos fendlicos

As concentragdes dos compostos fendlicos individuais dos frutos
de jucara obtidos pela extracdo quimica e o percentual bioacessivel apds
a simulacdo da digestao gastrointestinal estdo apresentados na Tabela 1.
Foram identificados 22 compostos fendlicos: 10 acidos fenodlicos, 10
flavonoides, 1 estilbeno e 1 fenol aldeido. As informagdes obtidas nos
espectros de massas, 0s tempos de retencdo, bem como os limites de
detecgdo e quantificacdo desses compostos estdo apresentados na Tabela
2.

Os compostos presentes em maior concentracdo foram acido
protocatecuico, aromadendrina, &cido vanilico e &cido ferulico (Figura 1),
enquanto miricetina, resveratrol e apigenina foram os minoritarios. Os
acidos fendlicos e a vanilina apresentaram concentracGes de 0,07 a 22,94
mg 100 g de matéria seca, com valores mais elevados nos frutos mais
imaturos (estadios 1 a 3) na maioria dos casos. Em contrapartida, 0s
flavonoides e o resveratrol apresentaram as concentrag@es mais elevadas
nos frutos mais maduros (estadios 4 a 7), com valores de até 16,43 mg
100 g de matéria seca (Tabela 1). Esse comportamento durante o ciclo
de maturacdo foi semelhante a estudos anteriores realizados por Bicudo,
Ribani e Beta (2014) e Schulz et al. (2015), no entanto, o presente estudo
encontrou um maior nimero de fendlicos e as concentragGes foram
superiores para a maioria dos compostos.
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Figura 1. Compostos fendlicos de maior concentragdo encontrados nos
frutos de jugara (Euterpe edulis).
Oﬁ/OH
=
P

OH

OH
Acido protocatecuico

Aromadendrina

OH

Acido vanilico Acido ferdlico

Fonte: ACD/ChemSketch versdo 2.5 (2015).

Ap6s a simulacdo da digestdo gastrointestinal, 18 compostos
fenolicos foram encontrados nos frutos de jucara (Tabela 1). Acido galico,
resveratrol, miricetina e campferol ndo foram detectados apos esta etapa.
Em geral, os maiores valores de bioacessibilidade foram encontrados nos
frutos mais maduros (estadios 4 a 7) para os compostos de todas as classes
fenolicas estudadas. Os maiores percentuais bioacessiveis foram
encontrados em acido cafeico, apigenina, rutina e epicatequina.



Tabela 1. Concentragdo (mg 100 g em matéria seca desengordurada) e bioacessibilidade (B%) de compostos fenélicos na porcdo

comestivel (epicarpo e mesocarpo) dos frutos de jucara (Euterpe edulis) em diferentes estadios de maturagdo. (continua)
Estadio de maturacéo
1 2 3 4 5 6 7

Acidos fendlicos

Protocatecuico ~ Total 10,42+0,27> 857+051°¢ 1213+125% 1234+0,33° 1458+0.06° 2294+199° 2251+164°?
B% 512 55,04 71,88 17,33 15,02 62,92 56,96

p-cumarico Total 2,02+0,05? 0,53+0,04°¢ 0,60 +0,06 % 0,60 + 0,03 % 0,81+0,07° 0,78 £0,03 % 0,67 +0,01«
B% <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 10,77 13,18

Vanilico Total 16,51+0,21° 10,28+047° 9,87+0,23°>  864+047° 943+0,08° 955+1,11° 851+0,31°
B% 1331 16,27 15,43 16,75 12,91 10,99 11,23

Galico Total 0,48 +0,03° 0,77+0,032 0,20+0,01°¢ 0,34 0,02 0,25+0,03 ¢ 0,34 +0,06 0,37+£0,01°
B% NB NB NB NB NB NB NB

Cafeico Total 0,39+0,02? 0,11+0,00° 0,36 £0,022 0,37+0,022 0,16 £0,01 % 0,15+0,01° 0,21+0,00°
B% NB 262,39 252,24 568,21 956,04 1088,57 532,10

Ferulico Total 18,12+0,79° 3,21+0,00® 3,07+0,37™ 3,14+015* 4,10+0,69°  457+041° 259+0,20°¢
B% 0,48 6,82 7,38 9,47 6,22 4,62 6,93

Siringico Total 6,83+0,91°% 3,72+0,38° 3,53+0,18% 3,71+042"% 2,96+0,03° 3,47 £0,09 3,76+0,16°
B% 874 11,19 17,64 16,99 15,72 14,00 10,65

Sinépico Total 2,38+0,16°¢ 3,01+£0,07° 529+0,112 4,08+0,38" 4,40+0,30 % 429+0,10° 4,69+0,13%®
B% <LQ <LQ 0,05 0,61 0,47 1,20 0,47

Elagico Total 0,07+0,02°¢ 0,33+0,00% 053+0,01¢ 4,09+0,06 ¢ 7,13+£0,012 715+0,152 6,08+0,23°
B%  488.02 13,35 3,78 1,07 NB NB NB

Clorogénico Total <LD 0,35+0,02° 0,33+0,02% 0,57+0,032 0,21+0,01¢ 0,27 +0,01 0,38+0,05°
B% NB <LD <LD <LD 7,94 32,09 351

Flavonoides

Apigenina Total 0,03+0,00? 0,03+£0,00? 0,03+0,00° 0,03+0,00? 0,03+0,00° 0,02+0,00° 0,02+0,00°
B% 76,56 87,52 NB 84,92 94,86 98,33 99,19

Campferol Total <LD 0,17+0,01°¢ 0,20 +£0,01 % 0,24 +0,01¢ 0,62 +0,02 ¢ 0,68 +0,02° 0,77+£0,022
B% NB NB NB NB NB NB NB

Aromadendrina Total 2,16 +0,51°¢ 7,83+0,07 ¢ 11,92+0,38¢ 1528+060% 1509+028% 13,78+0,68> 16,43+1,152
B% 2,09 2,81 1,93 3,13 2,20 1,60 0,90

0.



Tabela 1. Concentragdo (mg 100 g em matéria seca desengordurada) e bioacessibilidade (B%) de compostos fenélicos na por¢do comestivel
(epicarpo e mesocarpo) dos frutos de jucara (Euterpe edulis) em diferentes estadios de maturacao.

(conclusao)

Estadio de maturacéo

1 2 3 4 5 6 7
Catequina Total <LQ 0,36+0,02% 275+0,23° <LQ 0,35+0,03 0,66 + 0,00 © 2,34+0,05°
B% NB NB NB NB NB 10,98 NB
Epicatequina Total <LD 0,02+0,00%* 0,12+0,01° 0,16 0,01 % 0,06 + 0,00 © 0,03 + 0,00 b 0,17 +£0,022
B% NB NB 21,31 36,53 35,66 163,34 25,17
Quercetina Total 0,17 +0,01f 0,17+0,00° 0,33+0,03¢ 0,51+0,02% 0,42+0,03¢ 0,57 +0,03° 0,82 +0,03°
B% 31,14 21,88 11,49 35,19 47,50 53,50 39,87
Taxifolina Total 2,49+0,01¢ 257+004¢ 451+0,39° 587+0,08%  560+056° 548 +0,42° 6,50 + 0,46 °
B% <LD <LQ 1,72 3,04 3,19 2,22 1,06
Miricetina Total <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
B% NB NB NB NB NB NB NB
Isoquercitrina Total 0,36 +0,00 ¢ 0,74+0,01°¢ 1,26 £0,05° 0,88 £0,08 0,96+0,01° 0,85+ 0,06 ™ 1,39+0,02°
B% NB 4,39 8,40 19,48 19,11 42,28 30,02
Rutina Total <LQ 0,13+0,01¢ 0,19+0,00° 0,27+0,012 0,15+0,01 0,11+0,01°¢ 0,17 +£0,01%
B% <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 175,03 130,71
Estilbenos
Resveratrol Total <LQ <LQ 0,02+0,00  0,01+0,00% 0,03+0,00° 0,02+0,00*  0,06+0,012
B% NB NB NB NB NB NB NB
Fenois aldeidos
Vanilina Total 3,14+0,61° 2,39+0,33% 215+0,18° 2,04 +0,00° 2,08 0,07 ® 1,98+0,17° 1,50 +£0,00°
B% 6,75 10,64 4,55 7,49 6,32 4,40 6,24

Estadios de maturacdo: O (estadio 1), 17 (estadio 2), 23 (estadio 3), 30 (estadio 4), 42 (estadio 5), 56 (estadio 6) and 69 (estadio 7) dias apds o aparecimento
dos frutos vermelhos nos cachos. Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ¢ Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas
significativas entre as médias (p < 0.05) de acordo com o teste de Tukey. LD — Limite de deteccéo. LQ — Limite de quantificagdo. NB — N&o bioacessivel.
Fonte: Schulz et al. (2017).

T.
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Tabela 2. lon precursor, ion quantitativo, tempo de retencdo, limite de
detecgdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) dos compostos fendlicos
identificados nas amostras de frutos de jucara (Euterpe edulis).

Composto fon fon Tempo LD LQ
precursor quantitativo de (mg (mg
(m/z) (m/z) retengdo L) LY
Q1 Q3 (min.)
Acido galico 168,836 125 3,98 0,009 0,026
Acido 153,019 109 6,95 0,006 0,018
protocatecuico
Catequina 288,853 245,1 8,82 0,012 0,040
Acido 352,863 191 9,19 0,002 0,007
clorogénico
Epicatequina 288,948 123 9,41 0,004 0,014
Acido cafeico 178,834 107 9,45 0,017 0,059
Acido vanilico 166,831 123 9,65 0,018 0,062
Acido siringico 196,862 121 10,01 0,003 0,019
Acido p- 163,04 119 10,46 0,001 0,005
cumarico
Vanilina 150,892 136 10,52 0,005 0,016
Taxifolina 302,815 125 10,70 0,003 0,008
Rutina 609,147 301 10,72 0,007 0,023
Acido ferilico 192,856 134 10,73 0,004 0,022
Isoquercitrina 462,901 300 10,83 0,006 0,020
Quercetina 301,01 151 10,84 0,002 0,005
Acido sinapico 222,885 164 10,87 0,005 0,02
Resveratrol 226,875 1429 11,14 0,007 0,022
Miricetina 316,875 137,1 11,24 0,040 0,113
Aromadendrina 286,824 125 11,29 0,002 0,005
Acido elagico 300,813 132,9 11,71 0,096 0,297
Campferol 284,808 65 12,34 0,026 0,088
Apigenina 268,794 151 12,62 0,003 0,009

Fonte: Adaptado de Schulz et al. (2017).

Como ilustra a Figura 2, a concentracdo fenolica total, obtida a
partir do somatdrio das concentragGes de todos os fendlicos quantificados
neste estudo, foi superior aos teores bioacessiveis (p < 0,05) em todos 0s
estadios de maturagdo. Valores de até 79,98 mg 100 g* em matéria seca
foram encontrados no extrato bruto dos frutos de jucara, enquanto apés a
simulacdo da digestdo gastrointestinal o valor maximo foi de 19,71 mg
100 g ! em matéria seca. No entanto, como visto na Tabela 1 as fracoes
bioacessiveis do acido cafeico nos estadios 5 e 6 foram até dez vezes
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maiores do que os valores encontrados no extrato bruto. Rutina e
epicatequina também apresentaram fragbes bioacessiveis superiores ao
extrato bruto em frutos mais maduros (130 a 175 %). Além desses, 0 acido
elagico mostrou 488 % de bioacessibilidade no primeiro estadio de
maturacdo estudado. Os demais compostos estudados apresentaram
valores de 0,6 a 99 % de bioacessibilidade a partir do quarto estadio de
maturacao.

Figura 2. Concentracdo fendlica total (mg 100 g em matéria seca
desengordurada) antes e ap6s a simulacao da digestdo gastrointestinal dos
frutos de jugara (Euterpe edulis) em diferentes estadios de maturag&o.

90

b a

Concentracao fenolica total
(mg 100g! de matéria seca)

Estadios de maturacao

m Antes da digestéo in vitro Apos a digestdo in vitro

Estadios de maturagdo: 0 (estadio 1), 17 (estadio 2), 23 (estadio 3), 30 (estadio
4), 42 (estadio 5), 56 (estadio 6) and 69 (estadio 7) dias ap6s o aparecimento dos
frutos vermelhos nos cachos.

2-9 Letras diferentes na mesma série indicam diferencas significativas entre as
médias (p < 0,05).

* Indica diferenca significativa (p < 0,05) antes e ap6s a digestdo gastrintestinal
em cada estadio de maturag&o.

Fonte: Schulz et al. (2017).

Os resultados apresentados mostram que a maturagao dos frutos
de jugara influenciou significativamente (p < 0,05) a concentracdo
fendlica total e individual, bem como os teores hioacessiveis desses
compostos. Além de alterar caracteristicas fisico-quimicas, a maturacédo
influencia nas etapas de biossintese de compostos fenolicos (TIWARI e
CUMMINS, 2013) e, portanto, pode também aumentar ou diminuir a
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bioacessibilidade desses compostos. Além disso, as condi¢des de digestao
gastrointestinal resultam em varias alteracGes na estrutura fendlica tais
como hidroxila¢do, metilacdo, isoprenilacdo, dimerizagéo e glicosilagdo,
assim como a formacao de derivados fenolicos por degradacéo parcial das
formas combinadas ou pela quebra das ligacfes entre fendis e acucares
(CHEN et al., 2016).

Essas alteracdes na estrutura dos compostos fendlicos justificam
as maiores concentraces encontradas apds a simulagdo da digestdo
gastrointestinal do que no extrato bruto para alguns compostos. A
hidrélise e/ou modificagfes durante o processo de digestdo na estrutura
fenolica dos acidos p-cumarico e clorogénico, por exemplo, pode ter
originado &cido cafeico no extrato obtido dos frutos de jucara (CHEN et
al., 2016; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015). No caso da
epicatequina, a concentracdo mais elevada apds a digestdo
gastrointestinal pode ser devido a hidrdlise parcial no pH intestinal de
proantocianidinas (MOSELE et al., 2016), enquanto que a rutina pode ter
sido gerada a partir da quercetina, uma vez que a quercetina é a estrutura
aglicona da rutina (CELEP et al., 2015). Em relacdo ao &cido elagico, o
elevado teor bioacessivel no primeiro estadio estudado é possivelmente
relacionado com os elagitaninos, que sdo mais concentrados nos frutos
mais imaturos (TAIZ; ZEIGER, 2009), e quando expostos a acidos ou
bases, as ligacfes de éster sdo hidrolisadas e os elagitaninos sédo
reorganizados em &cido elagico (ALMINGER et al., 2014). A diminuicdo
nos teores dos demais compostos fenolicos estudados poderia ser
explicada por interagBes com outros componentes da matriz, causando
alteracdes na sua massa molecular, solubilidade e estrutura quimica
(CHEN et al., 2016).

Os resultados obtidos para os frutos de jucara em comparagédo
com dados publicados para outras frutas como ardnia (Aronia
melanocarpa) (BERMUDEZ-SOTO; TOMAS-BARBERAN; GARCIA-
CONESA, 2007), roma (Punica granatum) (SENGUL et al., 2014) e
macas (BOUAYED et al., 2012) mostram que a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos pode depender do tipo de alimento, da natureza e da
localizagdo desses compostos ha matriz do alimento. Em rom4, os 4cidos
ferdlico, clorogénico e cafeico apresentaram fragcdes bioacessiveis em
torno de 15 % ao final da simulag&o da digestdo gastrointestinal, enquanto
gue o acido gélico foi totalmente bioacessivel. O &cido clorogénico em
arbnia apresentou bioacessibilidade de 95 %, enquanto nas macas foi de
11 a 30 % para o clorogénico, 138 a 150 % para o p-cumarico e o cafeico
ndo foi bioacessivel. Para os flavonoides, rutina e quercetina
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apresentaram bioacessibilidade de 58 a 70 % e de 63 a 180 % nas magas,
respectivamente. Em contrapartida, na arbnia a quercetina nao foi
bioacessivel.

Os resultados deste estudo mostram que, mesmo ap0s as perdas
gue ocorrem durante o processo de digestdo gastrointestinal, os frutos de
jucara se destacam por apresentarem concentragbes de compostos
fenolicos maiores do que aquelas encontradas em extratos brutos de
outras frutas. As concentracGes de alguns acidos fendlicos como cafeico,
protocatecuico, vanilico e siringico encontradas apds a simulacdo da
digestdo nos frutos de jucara foram superiores a resultados encontrados
em extrato bruto de morango (Fragaria ananassa), framboesa (Rubus
idaeus), banana (Musa sapientum), melancia (Citrullus lanatus), maca
(Malus domestica) e péra (Pyrus communis) (MATTILA; HELLSTROM;
TORRONEM, 2006). Quando comparadas aos valores obtidos do extrato
bruto dos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea), as concentragdes
bioacessiveis dos frutos de jucara foram superiores para 0s acidos
protocatecuico, clorogénico, cafeico, p-cumarico, siringico e ferdlico
(PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; GORDON et
al., 2012).

3.2. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato bruto e do extrato obtido
apos a simulacdo da digestdo gastrointestinal foi avaliada utilizando os
ensaios de DPPH e FRAP. A capacidade de sequestro do radical DPPH e
0 poder redutor do ferro foram maiores nos extratos dos frutos colhidos
no estadio de maturagdo 6, com valores de 123,06 mg equivalentes de
acido ascorbico (EAA) 100 g de matéria seca para 0 DPPH e 504,60 mg
EAA 100 gt e 1324,29 umol Fe 11 100 g (em matéria seca) para o FRAP
(Figura 3). Outras 17 frutas ndo tradicionais brasileiras (acai, acerola,
bacuri, caja, caju, camu-camu, carnalba, gurguri, jaboticaba, jambolao,
mangaba, murici, murta, puca-coroa-de-frade, puca-preto, umbu e uvaia)
estudadas por Rufino et al. (2010) apresentaram capacidade antioxidante
superior ao presente estudo, visto que os valores foram acima de 1610
umol Fe 11 100 g de matéria seca no ensaio FRAP. No entanto, outras
frutas mais comumente consumidas como banana (Musa sp.), mamao
(Carica papaya), meldo (Cucumis melo), melancia (Citrullus lanatus),
maracuja (Passiflora edulis), abacaxi (Ananas comosus) e abacate
(Persea americana) apresentaram valores de até 45 umol Fe 11 100 g de
matéria seca (MORAIS et al., 2015).
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Apos a simulagdo da digestdo gastrointestinal, foi observada
diminuigdo significativa (p < 0,05) da capacidade antioxidante. Houve
uma diminuicdo de 64 a 78 % na capacidade de sequestro do radical
DPPH e de 51 a 67 % no poder redutor do ferro. Como ilustra a Figura 3,
em ambos 0s ensaios a maior capacidade antioxidante apds a digestéo in
vitro foi encontrada nos estadios definidos como 5, 6 e 7, com valores
para DPPH de 34 a 39 mg EAA 100 g e para FRAP de 144 a 171 mg
EAA 100 g* e 389 a 450 umol Fe Il 100 g* (em matéria seca). Estudos
realizados com outras frutas também apresentaram reducdo significativa
da capacidade antioxidante apds o processo de digestdo gastrointestinal
in vitro. De acordo com Bouayed, Hoffmann e Torsten (2011), diferentes
variedades de macd apresentaram uma reducdo em torno de 45 % da
capacidade antioxidante avaliada pelo método FRAP. Em figos (Ficus
carica L.), Kamiloglu e Capanoglu (2013) encontraram uma reducéo de
91 a 99 % pelo método FRAP e 76 a 78 % na capacidade de sequestro do
radical DPPH.

O processo de digestdo pode afetar a capacidade antioxidante
devido a reducdo na concentragdo de compostos e/ou transformacéo de
fendlicos em diferentes formas estruturais com outras propriedades
guimicas. Além disso, as mudancas de pH durante o processo de digestéo
podem afetar a racemizacdo de moléculas, possivelmente criando dois
enantiémeros quirais com reatividade diferente do respectivo reagente. O
pH da fase intestinal torna os antioxidantes menos reativos, ou seja, apds
esta etapa os antioxidantes ndo reagem de forma eficaz ou ha diminuicdo
da sua capacidade (CHEN et al., 2014; CELEP et al., 2015; CHEN et al.,
2016).

Estudos que avaliaram compostos fendlicos em frutos de jugara
observaram que as antocianinas sdo 0s principais contribuintes para a
capacidade antioxidante nesses frutos (BORGES et al., 2013; BICUDO
et al., 2014; SCHULZ et al., 2015). Estudo realizado por Fernandes
(2015) com bebida de jugara mostrou que apés a simulacdo da digestdo
gastrointestinal houve diminuicdo nos teores de antocianinas, visto que
sdo altamente instaveis a pH intestinal. Dessa forma, a transi¢cdo do meio
gastrico &cido para o ambiente intestinal levemente alcalino levou a
diminuicdo na concentracdo bioacessivel desses compostos nos frutos de
jucara, com consequente contribuicdo na diminuicdo da capacidade
antioxidante nesses frutos.
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Figura 3. Capacidade antioxidante determinada pelos ensaios (A) DPPH
(mg equivalentes a é&cido ascérbico 100 g?' de matéria seca
desengordurada) e FRAP expresso em (B) mg equivalentes a &cido
ascorbico 100 g de matéria seca desengordurada e (C) umol Fe 11 100 g
1 de matéria seca desengordurada antes e apds a digestdo gastrointestinal
in vitro dos frutos de jucara (Euterpe edulis) em diferentes estadios de
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(estadio 5), 56 (estadio 6) and 69 (estadio 7) dias ap6s o aparecimento dos frutos vermelhos
nos cachos. 2~ Letras diferentes na mesma série indicam diferencas significativas entre as
médias (p < 0,05).*Indica diferenca significativa (p < 0,05) antes e ap6s a digestéo
gastrintestinal em cada estadio de maturacéo. Fonte: Adaptado de Schulz et al. (2017).
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A Figura 4 ilustra as correlacdes entre a capacidade antioxidante
e as concentragbes bioacessiveis dos compostos fenolicos da porgédo
comestivel dos frutos de jucara. Uma correlacdo positiva e significativa
(r > 0,68; p < 0,01) foi encontrada entre DPPH e 4cido protocatecuico,
acido p-cumérico, rutina, quercetina e isoquercitrina, enquanto
campferol, &cido vanilico, acido eldgico e vanilina apresentaram
correlacdo negativa e significativa (r > -0,85; p < 0,01). Com os valores
obtidos a partir do ensaio FRAP, acido protocatecuico, acido p-cumarico,
acido ferdlico e quercetina apresentaram correlagdo positiva e
significativa (r > 0,61; p < 0,01), enquanto que o acido vanilico, acido
elagico, campferol e vanilina foram negativamente e significativamente
correlacionados (r > -0,69; p < 0,05). Essas correlagGes indicam 0s
compostos fendlicos que contribuiram com a capacidade antioxidante
descrita para a por¢ao comestivel dos frutos de jucara desempenhando um
papel importante nos efeitos benéficos desses frutos.
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Figura 4. Coeficientes de correlacdo entre a capacidade antioxidante
determinada pelos ensaios (A) DPPH e (B) FRAP e as concentragdes
bioacessiveis dos compostos fenodlicos individuais dos frutos de jucara
(Euterpe edulis).
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3.3. Anélise de Componentes Principais

A fim de verificar tendéncias de agrupamentos, 0 conjunto de
dados obtido apds a simulacdo da digestdo gastrointestinal para os
compostos fendlicos e capacidade antioxidante foi submetido a Andlise
de Componentes Principais (PCA).

A PCA mostrou que 76,81 % das informacBes podem ser
representadas por duas componentes principais (PCs). Observando-se a
distribuicdo das amostras no espaco das PCs (Figura 5) nota-se que a
componente principal 1 (PC1), com 57,72 % da variancia, separa as
amostras de jucara de acordo com os estadios de maturacéo. As amostras
coletadas nos estadios 1, 2 e 3 foram agrupadas na parte positiva da PC1,
e as amostras coletadas a partir do quarto estadio foram agrupadas na
parte negativa da PCL.

Como mostra a Tabela 3, as varidveis dominantes para PC1l
foram &cido vanilico (r = 0,96), campferol (r = 0,93), acido elagico (r =
0,81), acido protocatecuico (r = -0,70), acido p-cumarico (r = -0,91),
rutina (r = -0,72), quercetina (r = -0,89), acido sinapico (r = -0,81),
epicatequina (r = -0,92), isoquercitrina (r = -0,90), acido cafeico (r = -
0,80), DPPH (r = -0,99) e FRAP (r = -0,91). Dessa forma, as amostras
coletadas a partir do quarto estddio de maturacdo, apresentaram
concentracdes superiores de &cido protocatecuico, acido p-cumarico,
rutina, quercetina, acido sinapico, epicatequina, isoquercitrina, acido
cafeico bem como capacidade antioxidante, enquanto que as amostras
coletadas até o terceiro estadio apresentaram maiores concentracGes de
acido vanilico, acido elagico e campferol. Esses dados reforcam a
informacédo de que os frutos de jugara mais maduros apresentam maiores
concentraces de compostos fendlicos bioacessiveis e consequentemente
maior capacidade antioxidante.
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Figura 5. Anélise dos componentes principais para 0s compostos
fendlicos individuais e capacidade antioxidante dos frutos de jucara
(Euterpe edulis) em diferentes estadios de maturacao.
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Tabela 3. Pesos das variaveis para cada componente principal (PC) dos
compostos fendlicos individuais e capacidade antioxidante dos frutos de
jucara (Euterpe edulis) em diferentes estadios de maturagdo.

Variavel PC1 PC2
Acido protocatecuico -0,70 -0,60
Acido p-cumarico -0,91 0,07
Taxifolina -0,66 0,66
Rutina -0,72 -0,57
Quercetina -0,89 -0,20
Aromadendrina -0,41 0,89
Campferol 0,93 -0,30
Vanilina 0,67 0,53
Acido vanilico 0,96 0,10
Acido fertlico -0,49 0,81
Acido Sinapico -0,81 -0,02
Catequina -0,57 -0,42
Epicatequina -0,92 0,22
Acido clorogénico -0,67 0,42
Isoquercitrina -0,90 -0,30
Acido cafeico -0,80 0,53
Acido siringico 0,44 0,31
Apigenina 0,01 0,26
Acido elagico 0,81 0,25
DPPH -0,99 -0,04
FRAP -0,91 0,08

Fonte: Prdprio autor (2016).
4. CONCLUSAO

As concentracdes dos compostos fendlicos individuais e a
capacidade antioxidante dos frutos de jucara foram significativamente
menores apds a simulacdo da digestdo gastrointestinal em relacdo a
extracdo quimica, o que pode ser explicado por alteragdes na estrutura
guimica e solubilidade desses compostos que ocorrem durante 0 processo
digestivo. Além disso, os resultados indicaram que o estadio de maturacéo
do fruto influenciou na bioacessibilidade dos compostos estudados.

Este estudo sugere que os frutos de jucara coletados a partir do
estadio de maturacdo 4 (30 a 69 dias apds o aparecimento dos frutos
vermelhos no cacho) apresentam maiores concentracdes bioacessiveis de
compostos fenodlicos, ou seja, esse € o periodo indicado para o
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processamento dos frutos visando contribuir para a maximizacdo da
ingestdo diaria de compostos fendlicos.

Por fim, o estudo da simulacdo da digestdo gastrointestinal in
vitro € uma ferramenta Util que permite avaliar a influéncia da matriz
alimentar na bioacessibilidade de compostos bioativos em frutos de jucara
e pode contribuir para um maior entendimento das mudangas que ocorrem
na digestdo in vivo e os possiveis metabolitos. No entanto, estudos
adicionais, a fim de investigar a biodisponibilidade e a atividade bioldgica
desses compostos sdo ainda necessarios.
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CAPITULO 3

EFEITO NEUROPROTETOR DE EXTRATOS DE FRUTOS DE
JUCARA (Euterpe edulis Martius) FRENTE A OXITOSE
INDUZIDA POR GLUTAMATO EM CELULAS NEURONAIS
HT22

As informacdes do presente capitulo foram publicadas em:

SCHULZ, M. et al. Neuroprotective effect of jucara (Euterpe edulis Martius)
fruits extracts against glutamate-induced oxytosis in HT22 hippocampal
cells. Food Research International, v. 120, p. 114-123, 2019.

https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.02.030.


https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.02.030
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Resumo

Este estudo investigou a possivel acdo protetora de extratos de frutos de
jucara coletados em Floriandpolis e Pomerode (SC) contra a oxitose
induzida pelo glutamato em células neuronais HT22. Os extratos
metandlicos brutos foram submetidos a particao sucessiva com solventes
de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol). Os compostos fenolicos dos extratos brutos e das fraces foram
determinados por cromatografia liquida com fonte de ionizagdo por
eletronebulizacdo acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
ESI-MS/MS) e as antocianinas monoméricas totais (AMT) pelo método
de diferencial de pH. A capacidade antioxidante foi avaliada pelos ensaios
de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e poder
redutor do ferro (FRAP). O efeito protetor dos extratos brutos e das
fragdes (1 e 10 pg mL?) foi avaliado a partir do ensaio de redugdo do
brometo  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium  (MTT).
Experimentos com a adicdo dos extratos/fragdes 24 horas antes do
glutamato (pré-tratamento) e juntamente com o glutamato (co-
tratamento) foram realizados. Dos 47 compostos fenélicos avaliados, 26
foram quantificados no extrato bruto/fragdes obtidos dos frutos de jucara.
As fracOes diclorometanicas foram as que apresentaram o maior nimero
de compostos quantificados, seguidas das fracGes hexanicas, extratos
brutos, fracbes acetato de etila e fracdes butandlicas. Foi observado
maiores concentracBes de AMT nas fragOes butandlica e acetato de etila,
as quais também apresentaram maior potencial antioxidante determinado
pelo método FRAP. Em contrapartida, as fracdes diclorometanicas
apresentaram maior capacidade de sequestro do radical DPPH. Na
concentragdo de 10 pg mL?, as fracdes hexanica e diclorometanica de
ambas as amostras foram capazes de proteger as células do dano celular
induzido pelo glutamato, tanto no pré-tratamento quanto no co-
tratamento. Os resultados sugerem os extratos dos frutos de jugara como
promissores para a reducdo do risco de doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Antioxidantes. Estresse oxidativo. LC-ESI-MS/MS.
DPPH. FRAP. Acai.
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1. INTRODUCAO

Jucara é o nome popular da palmeira Euterpe edulis Martius,
a qual é nativa do bioma Mata Atlantica e encontrada desde o sul da Bahia
até o norte do Rio Grande do Sul. Esta palmeira produz frutos
arredondados, que pesam de 1 a 2 gramas e possuem polpa fibrosa de
coloracdo violeta escura a negra quando maduros (LORENZI et al.,
2010), muito semelhantes aos frutos de outras espécies do género
(Euterpe oleracea Martius e Euterpe precatoria Martius) usados para a
producéo de acai (DE BRITO et al., 2007; SCHULZ et al., 2016).

Recentemente, os frutos da palmeira jucara tém sido muito
apreciados devido ao seu elevado valor nutricional, com destaque para
acidos graxos, proteinas, fibra dietética, vitamina C, vitamina E,
manganés, ferro, calcio e potassio (BORGES et al., 2011; DA SILVA et
al., 2013; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015). A composicdo
polifendlica inclui abundancia de antocianinas, especialmente cianidina-
3-rutinosideo, e de outros flavonoides como quercetina e rutina, além dos
acidos fenolicos protocatecuico, p-cumarico, galico e fertlico (BORGES
et al., 2013; BICUDO et al., 2014; DA SILVA et al., 2014; CARDOSO
etal., 2015a; SCHULZ et al., 2015; GUERGOLETTO et al., 2016).

Muitos estudos reportam efeitos benéficos do consumo de
alimentos ricos em compostos fendlicos contra algumas doengas cronicas,
incluindo as neurodegenerativas. Esse efeito é atribuido a capacidade
antioxidante desses compostos, 0s quais atenuam reagdes oxidativas e/ou
nitrosativas que sdo induzidas por espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio e que estdo ligadas a patogénese dessas doencas (KIM, 2010;
HWANG,; SHIH; YEN, 2012; CHANG et al., 2013; JEONG et al., 2014;
SUBASH et al., 2014; CHOI et al., 2016; PEIXOTO et al., 2016).

As células HT22, uma linhagem proveniente do hipocampo de
camundongos, sdo consideradas um excelente modelo para avaliar
neuroprotecdo contra estresse oxidativo induzido por glutamato (FUKUI
et al., 2009; JEONG et al., 2014; YANG; SONG, 2014). O glutamato,
principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central, tem
sido associado a fungdes cerebrais essenciais, no entanto, em altas
concentracdes extracelulares, pode atuar como uma toxina, induzindo a
morte neuronal (MELDRUM, 2000; OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI,
1998). Os altos niveis de glutamato levam a inibigdo do “antiporter”
glutamato/cistina com diminui¢do intracelular de cistina, deplecdo de
glutationa, acimulo de espécies reativas e rapido influxo de Ca?* que
contribuem para a morte celular (TAN; WOOD; MAHER, 1998;
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ISHIGE; SCHUBERT; SAGARA, 2001; CHO et al., 2012). Esse tipo de
morte oxidativa induzida por altas concentragfes de glutamato é chamada
de oxitose, a qual é também conhecida como ferroptose ou toxicidade
oxidativa do glutamato (TAN et al., 2001).

A exposicdo de células HT22 a altas concentracbes de
glutamato induz uma cascata de eventos oxidativos celulares que se
assemelham aos observados em condigdes neurodegenerativas
(TOBABEN et al., 2011). Como a oxitose induzida pelo glutamato é um
fator importante na morte celular em doencas neuroldgicas degenerativas
(MORRIS et al., 2018), estudos em busca de potenciais agentes
neuroprotetores sdo baseados nesse fendbmeno. Nesse contexto, estudos
recentes com células HT22 mostraram que os compostos fendlicos sdo
capazes de proteger essas células contra o estresse oxidativo induzido
pelo glutamato a partir da redugdo dos niveis de espécies reativas e
preservacdo dos sistemas de defesa antioxidante (CHO et al., 2012;
JEONG et al., 2014; YANG; SONG, 2014).

Devido a sua riqueza em compostos fenoélicos, a capacidade
antioxidante dos frutos de jugara tem sido amplamente avaliada. Estudos
mostram que 0s extratos obtidos a partir desses frutos apresentam alta
capacidade antioxidante observada em ensaios in vitro (RUFINO et al.,
2010; BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2013; VIEIRA et al., 2013;
BICUDO et al., 2014; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015), em
modelos animais (CARDOSO et al., 2015b; OYAMA et al., 2016) e em
humanos saudaveis (CARDOSO et al., 2015a). No entanto, até o
momento, ndo foram publicados estudos sobre possiveis efeitos
antioxidantes dos frutos de jucara em células neuronais.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a
capacidade do extrato bruto e das fragbes hexanica, diclorometénica,
acetato de etila e butandlica obtidos de frutas de jucara (Euterpe edulis
Martius) para proteger as células HT22 contra a oxitose induzida pelo
glutamato, buscando uma relagdo potencial entre os efeitos protetores e a
composicdo polifendlica e o potencial antioxidante do extrato bruto e
fragoes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solugfes

Todos 0s reagentes utilizados possuiam pureza analitica e todas
as solucbes foram preparadas usando agua desionizada de alta pureza
(18,2 MQ.cm) obtida pelo sistema de ultra purificacdo de agua Milli Q
(Millipore, Bedford, EUA). Acetato de etila, butanol, &cido ascdrbico,
bicarbonato de sédio, tampao HEPES, glicose, cloreto férrico e sulfato
ferroso foram adquiridos da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Hexano
foi obtido da Neon (S&o Paulo, SP, Brasil) e diclorometano da QHemis
(Sdo Paulo, SP, Brasil). Metanol, acido férmico, dimetilsulféxido
(DMSO), brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil-tetrazolium
(MTT), 2,4,6-tris-(2-piridil)-1,3,5-triazina  (TPTZ), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), glutamina e glutamato foram obtidos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os padrbes de fenolicos
(acido 4-aminobenzoico, &cido salicilico, acido cindmico, &cido p-
anisico, &cido mandélico, vanilina, &cido 4-hidroximetilbenzobico,
umbeliferona, acido 4-hidroxicindmico, acido metoxifenilacético, acido
vanilico, acido 4-metilumbeliferona, coniferaldeido, &cido cafeico,
siringaldeido, escopoletina, acido galico, protocatecuico, vanilico, p-
cumarico, resveratrol, campferol, aromadendrina, hispidulina, quercetina,
taxifolina, miricetina, rutina, acido ferdlico, acido siringico, sinapaldeido,
acido sinapico, crisina, pinocenbrina, apigenina, galangina, naringenina,
eriodictiol, fustina, catequina, epicatequina, acido elagico, carnosol, acido
clorogénico, &cido rosmarinico, isoquercitrina, naringina) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e Fluka
Chemie AG (Buchs, St. Gallen, Suica). Meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM), soro fetal bovino, tripsina, penicilina
e estreptomicina foram adquiridos da GIBCO (Carlshad, CA, EUA).

2.2. Amostras

Para o desenvolvimento deste trabalho, no ano de 2016, foram
coletadas amostras de frutos de jucara no més de abril em Pomerode
(latitude 26°4426” S longitude 49°10'37” O) e no més de junho em
Floriandpolis (latitude 27°35'48” S, longitude 48°32'57” O), ambos
municipios de Santa Catarina, Brasil. Os frutos foram coletados em
estadio ideal de maturacéo para processamento de acordo com Schulz et
al. (2015).
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Apbs a debulha dos cachos, os frutos foram armazenados em
embalagens plasticas e transportados em caixas isotérmicas até o
Laboratério de Quimica de Alimentos da UFSC. No laboratério, o0s
frutos sadios foram selecionados, lavados com &gua potavel e
despolpados manualmente. A por¢do comestivel dos frutos de jucara
(epicarpo e mesocarpo) foi liofilizada (LT 1000, Terroni, S&o Paulo, SP)
por 72 horas e armazenada a - 18 °C.

2.3. Procedimentos de extracéo e fracionamento

O preparo dos extratos brutos foi realizado por maceracéo a frio
(4 °C £ 1 °C, na auséncia de luz) da porcdo comestivel liofilizada dos
frutos de jucara durante 10 dias de acordo com Cechinel Filho e Yunes
(1998). Foram utilizados 70 g de porcéo comestivel liofilizada e 500 mL
de metanol. Apds o periodo de maceragdo, os extratos foram filtrados com
papel filtro Whatman n°® 1 (Millipore, MA, EUA).

Posteriormente, ao extrato metandlico bruto (10 mL) foram
acrescentados 10 mL de &gua e entdo submetidos a particdo sucessiva
com 10 mL de solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol (Figura 1). Cada fracdo foi centrifugada a 1010
g por 10 minutos (Fanem 280R, Sdo Paulo, Brasil) e o residuo foi
submetido a mais dois ciclos de partigdo. Os sobrenadantes de cada fracdo
foram combinados, rotaevaporados até completa secagem (Fisatom 802,
Sé&o Paulo, Brasil) e o extrato residual suspenso em metanol, transferido
para criotubos, seco com nitrogénio, liofilizado por 48 horas e
armazenado a - 18 °C.

Para a determinagdo dos compostos fendlicos individuais, das
antocianinas monomeéricas totais e da capacidade antioxidante in vitro,
0,05 g do extrato bruto e das fracdes de acetato de etila e butanol foram
solubilizadas em metanol. Para as fragBes hexanica e diclorometanica,
0,03 g das mesmas foram desengorduradas a partir de uma particéo
liquido-liquido com 500 pL de hexano e 600 pL de metanol:agua (60:40),
gue consistiu em trés ciclos de agitacdo em voértex (3 minutos) e
centrifugacédo (4 °C / 3500 g / 10 minutos). Apos, a fracdo gordurosa foi
removida e o restante submetido a secagem com nitrogénio (WANG et
al., 2017). Para injecdo no sistema LC-ESI-MS/MS, todos 0s extratos
foram diluidos em metanol:agua (30:70).

Para a realizacdo dos ensaios com as células HT22, 0,03 g do
extrato bruto e das fracGes hexanica, diclorometanica, de acetato de etila
e butandlica foram solubilizadas em DMSO para dilui¢des posteriores.
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Figura 1. Processo de extracdo e fracionamento dos compostos fendlicos
dos frutos de jucara (Euterpe edulis Mart.).

Porgdo comestivel liofilizada | Metanol
de frutos de jucara (70 g) (500 mL)

Maceracéo a frio (10 dias)

Extrato bruto

Particéo sucessiva

I Il\l, 1l v

Fragdo Fraco Fragéo acetato Fracao
hexanica diclorometanica de etila butandlica

Fonte: Prdprio autor (2018).

2.4. Determinagéo dos compostos fenoélicos por LC-ESI-MS/MS

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos
presentes no extrato bruto e nas fragdes hexéanica, diclorometénica, de
acetato de etila e butanélica foram realizadas de acordo com Schulz et al.
(2015) conforme descrito no item 2.5 do Capitulo 2. Os resultados foram
expressos em pg g de extrato ou fragdo em matéria seca.

2.5. Determinacéo das antocianinas monomeéricas totais

As antocianinas monoméricas totais (AMT) do extrato bruto e
das fracbes hexanica, diclorometanica, de acetato de etila e butanodlica
foram determinadas aplicando o método diferencial de pH proposto por
Giusti e Wrolstad (2001). Aliquotas de 0,2 mL dos extratos diluidos
foram adicionadas de 1,8 mL de solucdo tampao cloreto de potassio 0,025
mol L (pH 1,0) e acetato de sédio 0,4 mol L (pH 4,5), separadamente,
com absorbancias medidas ap6s 10 minutos em auséncia de luz nos
comprimentos de onda 515 e 700 nm. O contetido de AMT foi calculado
COmo segue:
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AxMMxFDx 100

AMT = -

Sendo A = absorbancia (Asis-Azo) pH 1.0 - (Asi5-Azoo) pH 4,5;

MM = massa molecular da cianidina 3-glicosideo (449,2 g mol?); FD =

fator de diluicdo; e ¢ = absortividade molar de cianidina 3-glicosideo

(26900 mol L1). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de
cianidina-3-glicosideo 100 g de extrato ou fragdo em matéria seca.

2.6. Avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante do extrato bruto e das fracGes
hexanica, diclorometanica, de acetato de etila e butandlica foi
determinada pelos ensaios de sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e poder redutor do ferro (FRAP) conforme descrito
no item 2.6 do Capitulo 2. Os resultados foram expressos em mg
equivalentes de acido ascdrbico 100 g de extrato ou fracdo em matéria
seca.

2.7. Avaliacao do efeito neuroprotetor

2.7.1. Protocolo experimental

As células hipocampais derivadas de camundongos (HT22)
foram cultivadas com meio de cultura DMEM, suplementado com 10 %
de soro fetal bovino (SFB), 100 U mL! de penicilina e 100 ug mL* de
estreptomicina. As culturas foram mantidas em incubadora a 37 °C com
5 % de COs.

A cada vez que atingiam uma confluéncia de 70 a 80 %, as
células eram ressuspensas e repassadas a uma nova placa de 10 mL ou
semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 3500 células por
pogo para realizagdo dos experimentos de viabilidade celular. Para os
experimentos foram utilizadas células entre as passagens 4 e 10, sendo
gue apds a 102 as células eram descartadas e um novo frasco de células
criopreservadas era descongelado.

Primeiramente, a fim de verificar a toxicidade, o extrato bruto e
as fracOes foram dissolvidos em DMSO e as células HT22 foram tratadas
durante 48 horas com as concentracdes de 0; 0,3; 1; 3; 10 e 30 pug mL*
de extrato bruto ou fracdo. Nas 24 horas finais 0 meio foi trocado para
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DMEM suplementado com 3% de SFB, 100 U mL de penicilina e 100
ug mL de estreptomicina (Figura 2).

Posteriormente, foram testadas diferentes concentragbes de
glutamato (1, 3, 5 e 10 mmol L) para determinar a concentra¢do do
mesmo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso)
(Figura 3).

Para avaliacdo da atividade protetora, as células HT22 foram
tratadas com o extrato bruto e fragdes nas concentracdes de 0, 1 e 10 ug
mL 24h antes da adicdo do glutamato (pré-tratamento) (Figura 4), e
também avaliou-se a adi¢éo dos extratos e do glutamato ao mesmo tempo
(co-tratamento) (Figura 5). Nas 24 horas finais de ambos os tratamentos
0 meio foi trocado para DMEM suplementado com 3 % de SFB, 100 U
mL de penicilina e 100 ug mL* de estreptomicina.

Figura 2. Desenho experimental para avaliacdo da toxicidade do extrato
bruto e das fracGes de frutos de jucara (Euterpe edulis Mart.).

Placa 96 pogos Tratamento com Substituicio por
3500 CEIUIaSIpOQO extrato bruto e DMEM 3 % SFB
DMEM 10 % SFB fragdes MTT
| | | |
24 horas 24 horas 24 horas

Fonte: Préprio autor (2018).

Figura 3. Desenho experimental para avaliagdo da toxicidade do
glutamato.
Substituicdo por

Placa 96 pocos DMEM 3 % SFB
3500 células/pogo DMSO0 0,1 % 1-10 mmol L de
DMEM 10 % SFB glutamato MTT
| | | |
| | | |
24 horas 24 horas 24 horas

Fonte: Préprio autor (2018).



96

Figura 4. Desenho experimental para avaliagdo do efeito neuroprotetor
do extrato bruto e das frages de frutos de jucara (Euterpe edulis Mart.)
frente a toxicidade glutamatérica (pré-tratamento).

Substituicdo por

Placa 96 pocos Extrato bruto e DMEM 3 % SFB
3500 células/poco fragdes de frutos 5 mmol L de
DMEM 10 % SFB jucara glutamato MTT
| ] ] |
| | | |
24 horas 24 horas 24 horas

Fonte: Préprio autor (2018).

Figura 5. Desenho experimental para avaliagdo do efeito neuroprotetor
do extrato bruto e das fracbes de frutos de jugara (Euterpe edulis Mart.)
frente a toxicidade glutamatérica (co-tratamento).

Substituicdo por DMEM 3 % SFB

Placa 96 pogos Extrato bruto e fragBes de frutos
3500 células/pogo jucara
DMEM 10 % SFB 5 mmol L de glutamato MTT
| ] ] |
| | | |
24 horas 24 horas 24 horas

Fonte: Préprio autor (2018).
2.7.2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células HT22 foi avaliada a partir do ensaio de
reducdo do brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium
(MTT) de acordo com Mosmann (1983). Este ensaio avalia a fungédo
mitocondrial, no qual o MTT é convertido a um sal de formazan por
enzimas desidrogenases mitocondriais, sendo esta rea¢cdo uma medida da
capacidade metabolica das fracdes mitocondriais. Quanto menor a
capacidade metabdlica, menor serd a viabilidade mitocondrial.

Apos a realizagdo dos tratamentos descritos no item anterior, o
meio foi removido e 100 uL. de MTT 0,5 mg mL™* foram adicionados a
cada poco e as placas mantidas a 37 °C por 1 h. Terminada esta etapa, 0
MTT foi removido e foram adicionados 100 pL. de DMSO e uma nova
incubacdo foi realizada (37 °C por 30 minutos). As placas foram entéo
submetidas a leitura espectrofotométrica a 540 nm em Multileitora
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Spectramax Paradigm (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) e a
percentagem de células viaveis foi calculada em relacdo ao controle
(células ndo tratadas).

2.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para
verificar diferengas significativas entre as médias foi utilizada analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo teste de Tukey,
quando apropriado. Diferengas foram consideradas significativas quando
p < 0,05. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o
software Statistica 13.0 e os graficos foram construidos utilizando-se o
software GraphPad Prism 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Compostos fenodlicos do extrato bruto e das fracfes obtidas de
frutos de jucara

Solventes com diferentes polaridades foram utilizados no
presente trabalho visando uma semipurificacdo dos compostos dos frutos
de jucara. O intuito é localizar principios ativos que apresentem efeitos
bioldgicos de interesse para posteriormente submeté-los ao isolamento e
purificacdo de compostos (CECHINEL; YUNES, 1998).

Os compostos fenolicos encontrados no extrato bruto e nas
diferentes fracGes obtidas dos frutos de jucara coletados nas cidades de
Floriandpolis e Pomerode estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente. Dos 47 compostos fendlicos avaliados por LC-ESI-
MS/MS, foram quantificados 26 compostos, sendo 10 &acidos fenolicos,
11 flavonoides, quatro aldeidos fenolicos e um estilbeno. Informagdes
sobre ion precursor, ion quantitativo e tempo de retencdo desses
compostos estdo apresentadas na Tabela 3, enquanto que as estruturas
quimicas estdo no Apéndice B.

Os compostos encontrados nas maiores concentragdes foram
acido vanilico, quercetina, aromadendrina, siringaldeido e rutina. Com
excecdo do siringaldeido, esse resultado corrobora com outros estudos
gue também avaliavam a composicdo fenolica de frutos de jucara
(SCHULZ et al. 2015; SCHULZ et al., 2017; VIEIRA et al., 2017).

Considerando os dados apresentados na revisdo bibliografica
deste trabalho (Tabela 4, pags. 47 e 48), além do siringaldeido, séo
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descritos pela primeira vez para frutos de jugara 0s seguintes compostos
fendlicos: &cido 4-aminobenzoico, acido salicilico, &cido cindmico,
eriodictiol, naringenina, coniferaldeido e sinapaldeido. Os principais
fatores relacionados as diferencas na composicao fendlica dos frutos de
jucara observadas entre os trabalhos sdo os locais e as épocas de coleta
dos frutos, bem como os compostos que séo investigados em cada estudo.

A fracdo diclorometanica foi a que apresentou 0 maior nimero
de compostos quantificados (25), seguida da fracdo hexanica (22), extrato
bruto (16), fragdo acetato de etila (15) e fracdo butandlica (7). A fracéo
diclorometénica apresentou também o maior valor obtido pela soma dos
fendlicos quantificados, enquanto que a fracdo hexanica apresentou o
menor valor (Tabelas 1 e 2).

Alguns compostos foram encontrados apenas nas fracOes
hexénica e diclorometanica. Os &cidos 4-aminobenzoico, salicilico e
siringico, além do siringaldeido e sinapaldeido, foram quantificados
apenas na fracdo diclorometénica. Foram quantificados apenas nas
fracBes hexénica e diclorometanica os acidos cindmico, ferdlico, p-
cumarico; os flavonoides apigenina, eriodictiol e naringenina; e o aldeido
fendlico vanilina.

De maneira geral, os compostos fendlicos estudados
apresentaram as maiores concentra¢fes nas fragdes diclorometanica e
acetato de etila em ambas as amostras (p < 0,05) (Tabelas 1 e 2). O acido
vanilico foi o principal composto encontrado na fracdo diclorometanica
(até 1147,90 pg g* em matéria seca), seguido pelo siringaldeido (até
338,00 ug gt em matéria seca). Na fracdo acetato de etila, os flavonoides
quercetina, aromadendrina e rutina foram destaque, 0s quais
apresentaram concentragdes de até 376,37; 358,99; e 280,63 g g* (em
matéria seca). O extrato bruto apresentou como compostos majoritarios o
acido vanilico, a quercetina e a rutina, com valores de até 1425,90;
239,90; e 317,20 ug g* (em matéria seca), respectivamente. A rutina foi
também o composto majoritario na fracdo butanodlica, na qual apresentou
até 194,65 g g* (em matéria seca). Na fracdo hexanica, se destacaram o
acido vanilico e a quercetina com concentracdes de até 10,69 e 6,76 ug g°
! (em matéria seca), respectivamente.

Em relacdo aos teores de antocianinas monoméricas totais
(Tabelas 1 e 2), foi observado uma grande variacdo entre 0s extratos
avaliados, com valores variando de 0 a 366,04 mg equivalentes de
cianidina-3- glicosideo 100 g (em matéria seca). Ndo foram detectadas
antocianinas nas fragcdes hexanica e diclorometanica. Em contrapartida,
foi observado maiores concentragfes na fracdo butanolica, com valores



99

de 258,28 mg equivalentes de cianidina-3-glicosideo 100 g* (em matéria
seca) para a amostra de Floriandpolis e 366,04 mg equivalentes de
cianidina-3-glicosideo 100 g* (em matéria seca) para a amostra de
Pomerode. Nos frutos de jucara coletados em Floriandpolis, a fragcdo
acetato de etila ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) quando
comparada com a fracdo butandlica. Isso ocorre devido a polaridade das
antocianinas, as quais sdo preferencialmente extraidas por solventes
organicos mais polares (CECHINEL; YUNES, 1998). QOutros estudos
também avaliaram antocianinas monomeéricas totais com solventes de
diferentes polaridades e encontraram maiores teores na fragdo butandlica
obtida de matrizes vegetais como uva (Vitis rotundifolia) (YOU et al.,
2012) e variedades de milho crioulo pigmentadas (KUHNEN et al.,
2011).



Tabela 1. Compostos fendlicos do extrato bruto e das diferentes fragdes (g g de extrato ou fragdo em matéria seca)

obtidos de frutos de jucara (Euterpe edulis Martius) de Florianopolis, SC. (continua)
Compostos Extrato Fracdo Fracgéo Fracgéo Fracdo
bruto hexanica diclorometanica acetato de etila butandlica
Acidos fendlicos
4-Aminobenzoico <LD <LD 57,60+ 2,752 <LD <LD
Cinamico <LD 0,14 +0,002°> 2,80+0,372 <LD <LD
Clorogénico 5,32 +0,07° 0,35+0,02¢ 1,51 +0,224 14,44 +£ 0,462 3,22+0,04¢
Ferdlico <LD 0,37 £0,01° 65,26 + 9,062 <LQ <LD
p-Cumarico <LD 0,41 +0,05" 3,89+0,102 <LD <LD
Galico <LD <LD <LD <LD <LD
Protocatecuico 80,10 £ 9,172 0,79 £0,009¢ 92,81 +6,322 109,69 + 15,06 27,70 +0,79°
a
Salicilico <LD <LD <LD <LD <LD
Sinépico 40,20 +1,19° 0,21 £0,009¢ 97,81 +6,52% 5,90+0,33¢ <LD
Siringico <LD <LD 37,58+ 1,672 4,03+0,40° <LD
Vanilico 14259+ 11,208 10,69+0,87P 114790 +93,4828 234,27 +6,68° 42,19+1,86°P
Flavonoides
Apigenina <LD 0,03+0,004° 1,81+0,082 <LD <LD
Aromadendrina 49,49 +2,53°b 1,48 £0,09¢ 50,85 +2,35P 174,27 +4,508 <LD
Catequina 185,01 +19,562 2,56 £0,22¢ 36,41 +1,05° <LD 35,54 +0,18"
Epicatequina 41,92 +£5,02° 0,67 £0,04¢ 5,55+0,50¢ 188,48 +9,442 536+0,67°¢
Eriodictiol <LD 0,04 £0,001®> 0,84 0,012 <LQ <LD
Galangina 5,27 £ 0,232 0,05 +0,001¢ 1,91+0,13° <LQ <LD

00T



Tabela 1. Compostos fenélicos do extrato bruto e das diferentes fracdes (ug g* de extrato ou fracdo em matéria

seca) obtidos de frutos de jucara (Euterpe edulis Martius) de Floriandpolis, SC.

(concluséo)

Compostos Extrato Fracdo Fracgéo Fracgéo Fracdo

bruto hexanica diclorometanica acetato de etila butandlica
Isoquercetrina 2,18+0,11° 0,08 £0,003¢ <LD 17,77+ 0,472 <LD
Naringenina <LD 0,02 +£ 00,0002 1,03 0,052 <LD <LD
Quercetina 239,90 £44,25> 537+0,44°¢ 32,45 +2,14¢ 376,37 £20,21 <LQ

a

Rutina 309,51 +£33,80% 1,71+0,09¢ 2,57+0,11°¢ 229,45 +5902P 194,65 +15,27"
Taxifolina 9,02+0,792 0,19+0,01¢ 4,24 +0,25°P 10,19 + 1,042 <LD
Aldeidos fenélicos
Coniferaldeido 144,10 £1,30% 0,91+0,06¢ 53,42 +3,58" <LD <LD
Sinapaldeido <LD <LD 0,43+0,022 <LD <LD
Siringaldeido <LD <LQ 220,08 +14,422 <LD <LD
Vanilina <LD 0,21 +0,02" 74,53 +0,012 <LD <LD
Estilbeno
Resveratrol 16,23 +£1,44" 0,13+0,0069 3,99+0,26¢ 40,77 £ 0,422 <LD
Soma 2554,09 26,66 2022,76 1446,83 308,65
AMT* 176,79 £ 15,59° ND ND 252,82 £0,842 258,28 + 0672

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3). ND: ndo detectado. LD: limite de deteccdo. LQ: limite de quantificacéo.
¢ letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entra as médias de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
AMT: Antocianinas monoméricas totais. *Valores expressos em mg equivalentes de cianidina-3- glicosideo 100 g* de extrato ou

fracdo em matéria seca.

Fonte: Préprio autor (2018).
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Tabela 2. Compostos fendlicos do extrato bruto e das diferentes fragdes (ug g de extrato ou fragdo em matéria seca)

¢0T

obtidos de frutos de jucara (Euterpe edulis Martius) de Pomerode, SC. (continua)

Compostos Extrato Fracgéo Fracgéo Fracdo Fragéo
bruto hexanica diclorometanica acetato de etila butandlica

Acidos fendlicos
4-Aminobenzoico <LD <LD 59,78 + 6,412 <LD <LD
Cinamico <LD 0,47 £ 0,009 534+0,622 <LD <LD
Clorogénico 1,28 +0,008° 0,05+0,007° 0,90+0,07° <LQ 10,00 £0,122
Ferdlico <LD 0,26 £0,02¢ 52,56 +2,052 11,27 +0,75° <LD
p-Cumarico <LD <LD <LD <LD <LD
Galico <LD 0,28 £0,02¢  6,33+0,80" 47,36 +3,41°2 ND
Protocatecuico 66,02 + 4,49° 0,88+0,049 11,18+0,14« 203,89 + 27,572 58,04 +0,51c
Salicilico <LD <LD 2,660,402 <LD <LD
Sinapico <LD 0,18+0,01° 21,23 +£0,11¢2 10,29 +1,82° <LD
Siringico <LD <LD 32,88 + 1,992 <LD <LD
Vanilico 148,04 +1,21°¢ 758+1,279  1060,18 + 30,782 224,02 +£19,37° 39,85 + 4,554
Flavonoides
Apigenina 3,01+0,26% 0,18+0,01¢ 2,04 +0,02° <LD <LD
Aromadendrina 149,02 + 3,41° 335+0,119 69,68 +7,80° 358,99 + 25,432 <LD
Catequina 17,79 £ 0,65° 0,14+0,01¢ 0,46+0,05°¢ 104,5 £5,862 16,98 +1,77°
Epicatequina 3,60+0,07¢ 0,10+0,05¢ <LD 26,93 £0,622 11,43+0,81°
Eriodictiol <LD 0,07 +£0,006¢ 1,02 +0,05° 1,87+£0,162 <LD
Galangina 16,12 + 1,262 <LD 2,31+0,14¢ 401+157" <LD
Hispidulina 42,17 +6,882 1,04 £0,009¢ 16,76 +1,56° <LD <LD



Tabela 2. Compostos fenélicos do extrato bruto e das diferentes fragdes (g g* de extrato ou fragdo em matéria seca)
obtidos de frutos de jucara (Euterpe edulis Martius) de Pomerode, SC.

(conclusdo)

Compostos Extrato Fracgéo Fracgéo Fracdo Fragéo

bruto hexanica diclorometanica acetato de etila butandlica
Isoquercetrina 24,77 +1,12" 0,51 +0,03¢ <LD 75,94 + 11,352 <LD
Naringenina 5,49 +£0,362 0,14 +£0,003¢ 1,53+0,07° <LD <LD
Quercetina 239,67 £15,98% 6,76 £0,60°¢ 48,37 +£0,27° 262,76 £11,94°2 48,53 +5,00°
Rutina 317,20+ 34,812 3,18 +0,32°¢ 1,41 +£0,14¢ 280,63 + 28,652 139,76 £ 10,69

b

Taxifolina 4,35+0,50° 0,13+0,002¢ 2,82+0,39°¢ 10,90 + 0,29 ND
Aldeidos
fenolicos
Coniferaldeido 99,77 +1,862 1,30 £ 0,15°¢ 17,32 +0,36" <LD <LD
Sinapaldeido <LD <LD <LD <LD <LD
Siringaldeido <LD <LD 338,00+19,41¢ <LD <LD
Vanilina <LD 0,56 +0,04° 5,36 £ 0,162 <LD <LD
Estilbeno
Resveratrol 68,25 + 2,25b 0,76 + 0,164 9,37 +0,60¢ 113,66 £ 6,112 <LD
Soma 1206,55 27,92 1769,48 1737,02 324,59
AMT* 330,30 £0,77°¢ ND ND 358,80 +1,00°P 366,04 + 1,68?

Resultados expressos como média + desvio padréo (n = 3). ND: nédo detectado. LD: limite de detec¢do. LQ: limite de quantificagao.
*d: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entra as médias de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
AMT: Antocianinas monoméricas totais. *Valores expressos em mg equivalentes de cianidina-3- glicosideo 100 g de extrato ou

fracdo em matéria seca.

Fonte: Schulz et al. (2019).
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Tabela 3. fon precursor, ion quantitativo, tempo de retencéo e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos
compostos fendlicos quantificados no extrato bruto e fracfes hexanica, diclorometanica, acetato de etila e butandlica

obtidos dos frutos de jugara (Euterpe edulis Martius). (continua)
Compostos lon precursor  lon quantitativo Tempo de retencdo LD LQ
(m/z) (m/z) (min.) (mg LY (mg LY
Q1 Q3
Acido 4-Aminobenzoico 135,8 90,5 10,47 0,036 0,350
Acido cinamico 146,8 100,7 11,80 0,025 0,103
Acido clorogénico 352,8 187,8 9,19 0,003 0,009
Acido ferdlico 192,8 129,7 10,73 0,004 0,007
Acido p-cumarico 163,0 119,0 10,46 0,002 0,006
Acido galico 168,8 124,1 3,98 0,041 0,069
Acido protocatecuico 153,0 109,0 6,95 0,017 0,027
Acido salicilico 136,9 91,1 10,99 0,005 0,014
Acido sinapico 2228 161,6 10,87 0,009 0,023
Acido siringico 196,8 119,6 10,01 0,010 0,026
Acido vanilico 166,8 1485 9,65 0,034 0,067
Apigenina 268,7 114,8 12,62 0,005 0,014
Aromadendrina 286,8 1239 11,29 0,010 0,044
Catequina 288,8 120,3 8,82 0,005 0,011
Epicatequina 288,9 122,3 9,41 0,003 0,011

Eriodictiol 286,8 132,1 11,85 0,003 0,009
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Tabela 3. fon precursor, ion quantitativo, tempo de retencdo e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos
compostos fendlicos quantificados no extrato bruto e fragdes hexanica, diclorometénica, acetato de etila e butandlica

obtidos dos frutos de jucara (Euterpe edulis Martius). (concluséo)
Compostos lon precursor  lon quantitativo Tempo de retencdo LD LQ
(m/z) (m/z) (min.) (mg LY (mg LY
Q1 Q3
Galangina 268,8 59,9 13,44 0,002 0,006
Hispidulina 298,8 282,7 12,12 0,002 0,012
Isoquercetrina 4629 297,3 10,83 0,002 0,008
Naringenina 270,8 150,2 12,37 0,005 0,016
Quercetina 301,0 149,3 10,84 0,062 0,201
Rutina 609,1 301,0 10,72 0,005 0,016
Taxifolina 302,8 120,7 10,70 0,004 0,019
Coniferaldeido 176,8 160,3 11,31 0,001 0,005
Sinapaldeido 206,9 174,4 11,39 0,006 0,015
Siringaldeido 180,8 163,1 10,76 0,016 0,066
Vanilina 150,8 132,8 10,42 0,029 0,083
Resveratrol 226,8 181,6 11,14 0,008 0,029

D: Limite de detec¢do; LQ: Limite de quantificacao.
Fonte: Préprio autor (2018).
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3.2. Capacidade antioxidante do extrato bruto e das fracdes obtidas
de frutos de jucara

A capacidade antioxidante, avaliada pelo sequestro do radical
DPPH e pelo poder redutor do ferro (FRAP), do extrato bruto e das
fracBes obtidos de frutos de jucara de Floriandpolis e Pomerode esta
apresentada nas Figuras 6 e 7.

Foram escolhidos dois ensaios para avaliar a capacidade
antioxidante, visto que os diferentes compostos podem apresentar
comportamento distinto nos diferentes ensaios, considerando que cada
metodologia tem condi¢fes experimentais e mecanismos de reagdo
especificos (MA et al., 2011; KAMILOGLU et al., 2015).

O método DPPH é aplicado para determinar a capacidade
antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em sequestrar o
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), o qual é um radical de
nitrogénio organico, estavel, de cor violeta (SHAHIDI; ZHONG, 2015).
O ensaio é baseado na doagdo de elétron de antioxidantes para neutralizar
o radical DPPH e a capacidade antioxidante é avaliada pelo
monitoramento do decaimento da absorbancia (SAEED; KHAN;
SHABBIR, 2012).

A capacidade antioxidante pode ser determinada também a partir
do poder redutor dos compostos. Nesse contexto, no método FRAP o
complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe*-TPTZ) é reduzido ao complexo
ferroso (Fe?*-TPTZ), na presenca de compostos antioxidantes e em
condicdes acidas. O complexo formado por essa reacdo possui uma
coloracdo azul intensa, a qual é quantificada espectrofotometricamente e
indica o poder redutor do composto ou extrato testado (MAGALHAES et
al., 2008; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

No ensaio DPPH os valores variaram de 32,58 a 7325,26 mg
equivalentes a acido ascérbico (EAA) 100 g* (em matéria seca). A
amostra de Pomerode apresentou valores superiores aqueles obtidos para
a amostra de Floriandpolis. No entanto, em ambas as amostras a fracéo
diclorometéanica e a fragdo hexanica apresentaram, respectivamente, a
maior e a menor capacidade de sequestro do radical DPPH (Figuras 6a e
7a).

No ensaio FRAP os valores foram de 86,58 a 42676,00 mg EAA
100 g (em matéria seca). Assim como ocorreu para o ensaio DPPH, a
amostra de Pomerode apresentou maiores valores quando comparada a
amostra de Floriandpolis. Neste ensaio a fracdo hexanica também
apresentou a menor capacidade antioxidante, no entanto, foi seguida pela
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fracdo diclorometanica. Foram as fracfes butandlica e acetato de etila que
apresentaram maior poder redutor de ferro (Figuras 6b e 7b).

Figura 6. Capacidade antioxidante (mg equivalentes a acido ascérbico
100 g* em matéria seca) determinada pelos ensaios (A) DPPH e (B)
FRAP do extrato bruto e fracGes obtidos de frutos de jucara de
Floriandpolis, SC.
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FH: fracdo hexanica; FD: fracdo diclorometanica; FAE: fracdo acetato de etila;
FB: Fragdo butanolica.

Resultados apresentados como média + desvio padréo (n = 3).

@€ | etras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias (p < 0,05).
Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 7. Capacidade antioxidante (mg equivalentes a acido ascorbico
100 g* em matéria seca) determinada pelos ensaios (A) DPPH e (B)
FRAP do extrato bruto e fracfes obtidos de frutos de jugara de Pomerode,
SC.
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FH: fragdo hexanica; FD: fragdo diclorometanica; FAE: fragdo acetato de etila;
FB: Fracéo butandlica.

Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n = 3).

&€ | etras diferentes indicam diferencgas significativas entre as médias (p < 0,05).
Fonte: Schulz et al. (2019).



109

A estrutura dos compostos fenolicos é fator determinante da sua
capacidade antioxidante. Por exemplo, para os 4acidos fendlicos a
atividade antioxidante depende do nimero e posi¢cBes dos grupos
hidroxila em relacdo ao grupo funcional carboxila. A atividade
antioxidante desses compostos aumenta quanto maior o grau de
hidroxilacdo (GARCIA-SALAS et al., 2010) e quando ha duas hidroxilas
nas posicdes 3 e 4 (SOARES, 2002). Além disso, a dupla ligagdo presente
nos acidos fenolicos derivados do &cido cindmico contribui com uma
maior capacidade antioxidante, pois participa da estabilizacdo do radical
por ressonancia de deslocamento do elétron desemparelhado
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). No caso dos flavonoides, as
caracteristicas estruturais que definem o potencial antioxidante sdo um
anel B dihidroxilado, a presenca de instauragdo no anel em C e a presenga
de uma fungdo 4-oxo no anel C (WILLIAMS et al., 2004).

Considerando as caracteristicas estruturais, sugere-se que a maior
capacidade antioxidante observada na amostra de Pomerode pode estar
relacionada aos maiores teores, na maioria dos extratos, dos &cidos
fenolicos galico e protocatecuico, 0s quais apresentam maior nimero de
hidroxilas entre os &cidos fendlicos quantificados e hidroxilas nas
posicBes 3 e 4 (Apéndice B). Maiores concentracdes dos flavonoides
isoquercitrina, rutina e quercetina, 0s quais sdo 0s Unicos entre 0s
compostos quantificados que apresentam as trés caracteristicas estruturais
descritas anteriormente (Apéndice B), também pode ter influenciado no
maior potencial antioxidante da amostra de Pomerode quando comparada
a amostra de Florianopolis. Adicionalmente, compostos como resveratrol,
apigenina, galangina, eriodictiol, aromadendrina, naringenina, acido
cindmico e siringaldeido apresentaram maiores concentragfes na maioria
dos extratos da amostra de Pomerode (Tabelas 1 € 2).

A maior capacidade antioxidante determinada pelo método
FRAP observada nas fragdes acetato de etila e butandlica (Figuras 6b e
7b) pode estar associada as maiores concentracdes de antocianinas nesses
extratos, especialmente na fracdo butandlica, visto que esta apresentou a
menor soma dos fendlicos individuais em relagdo as outras fragfes nas
quais também foram quantificadas antocianinas (Tabelas 1 e 2). Em
contrapartida, a maior capacidade de sequestro do radical DPPH
observada para a fracdo diclorometanica (Figuras 6a e 7a) pode ser
resultante do maior nimero de compostos fendlicos ndo-antociénicos
encontrados nessa fracdo (Tabelas 1 e 2) e de interac@es sinérgicas entre
esses polifendis, bem como com outros ndo avaliados e também com
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outros compostos antioxidantes, potencializando capacidade de sequestro
do radical DPPH dessa fragdo (COKLAR; AKBULUT, 2017).

Em concordancia com o presente trabalho, as fracdes butanélica
e acetato de etila obtidas a partir do extrato bruto do fruto araticum
(Annona crassiflora) (JUSTINO et al., 2016) e de cogumelos Inonotus
sanghuang (LIU et al., 2017) também apresentaram um maior poder
redutor do ferro quando comparada as demais fracdes. De acordo com 0s
autores, o potencial antioxidante das fragdes do araticum pode estar
associado a presenca de &cido clorogénico, rutina, quercitrina, icariside
I, quercetina e isorhamnetina, enquanto que para os cogumelos se
destacam o acido clorogénico, rutina, quercetina e quercitrina.

Em contrapartida, Im et al. (2016) ao avaliarem a capacidade de
sequestro do radical DPPH do extrato bruto de berinjela (Solanum
melongena) e suas fragfes obtidas com solventes de polaridade crescente,
encontrou maior capacidade antioxidante na fragdo acetato de etila,
seguida da fracdo butandlica, extrato bruto, fracdes diclorometanica e
hexanica. O mesmo resultado para as fracGes foi observado por De
Campos et al. (2008) que avaliaram extratos de bagaco de uva Cabernet
sauvignon (Vitis vinifera). Em ambos os estudos, 0s autores associaram
esses resultados & composicéo fendlica total, visto que a mesma foi maior
nas fragbes com maior capacidade antioxidante. Em goiaba
costarriquenha (Psidium friedrichsthalianum), Flores et al. (2013)
também observaram maior capacidade de sequestro do radical DPPH nas
fragbes mais polares. Os autores sugerem que o0 maior potencial
antioxidante da fracdo acetato de etila pode estar relacionada a presenca
de compostos como acido eldgico, miricetina, quercitrina e quercetina
nessa fracao.

3.3. Toxicidade dos extratos de frutos de jucara em células HT22

Com a finalidade de investigar a possivel ocorréncia de efeito
citotdxico, os extratos brutos e as diferentes fracdes obtidas das amostras
dos frutos de jucara foram testadas sobre as células HT22.

As Figuras 8 a 12 mostram que, as concentrages testadas (0,3,
1, 3, 10 e 30 ug mL1) do extrato bruto e das fraces hexanica, de acetato
de etila e butandlica de ambas as amostras ndo diminuiram a viabilidade
celular nas células HT22, enquanto que a fracdo diclorometénica na
concentracdo de 30 pg mL* apresentou diferenca significativa do
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controle (p = 0,003 para a amostra de Florianopolis e p < 0,0001 para a
amostra de Pomerode).

Figura 8. Efeito do extrato bruto obtido de frutos de jucara de
Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células HT22.
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Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n =5). A concentragdo de
0 pug mL? representa células tratadas com veiculo dos compostos (DMSO 0,1%).
Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 9. Efeito da fracAo hexanica obtida de frutos de jucara de
Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células HT22.
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Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 10. Efeito da fragdo diclorometéanica obtida de frutos de jucara de
Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células HT22.
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quando comparado ao grupo tratado somente com DMSO 0,1%.

Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 11. Efeito da fracdo acetato de etila obtida de frutos de jucara de
Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células HT22.
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Figura 12. Efeito da fracdo butandlica obtida de frutos de jugara de
Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células HT22.
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Fonte: Préprio autor (2018).

Considerando os resultados obtidos, as concentracdes de 1 e 10
pg mLt do extrato bruto e das fragces foram escolhidas para avaliar o
efeito protetor frente a toxicidade glutamatérica.
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3.4. Efeito neuroprotetor dos extratos de frutos de jucara em células
HT22

A Figura 13 mostra o efeito do glutamato sobre a viabilidade das
células HT22. Foram testadas diferentes concentracdes de glutamato (1,
3, 5e 10 mmol L?) a fim de estabelecer aquela que reduz a viabilidade
celular em 50% (ICsp). A partir da curva de concentraco, o 1Cso calculado
foi de 4,779 mmol L. Portanto, para facilitar a prética experimental, a
concentracdo de 5 mmol L foi escolhida para a realizacdo dos demais
experimentos.

Outros estudos que avaliaram efeitos neuroprotetores de extratos
vegetais em células HT22 também utilizaram glutamato na concentracao
de 5 mmol L (KIM et al., 2013; JEONG et al., 2014; JUNG et al., 2014;
YANG; SONG, 2014), o que demonstra que este modelo de toxicidade
oxidativa possui boa reprodutibilidade.

Figura 13. Efeito de diferentes concentracdes de glutamato sobre a
viabilidade de células HT22.
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0 mmol L7 representa células tratadas com veiculo dos compostos (DMSO
0,1%).

* indica diferenca significativa quando comparado ao grupo tratado somente com
DMSO (p < 0,0001).

Fonte: Préprio autor (2018).
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Com o objetivo de investigar a resisténcia das células HT22
tratadas com o extrato bruto e fragdes de frutos de jucara e glutamato, foi
realizado o pré-tratamento com o extrato bruto e fragcbes 24h antes da
exposicdo ao glutamato. Também foi avaliada a resisténcia das células
co-tratadas com o extrato bruto e fracfes de jucara e glutamato. Os
resultados dos experimentos de pré-tratamento estdo apresentados nas
Figuras 14 a 18, enquanto que os resultados dos co-tratamentos sdo
mostrados nas Figuras 19 a 23.

Figura 14. Efeito do pré-tratamento com extrato bruto obtido de frutos
de jucara de Florian6polis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de
células HT22.
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Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n = 5). * indica diferenca
significativa quando comparado com o grupo tratado com seu respectivo controle
(p < 0,0001).

Fonte: Prdprio autor (2018).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com a fracdo hexénica obtida de
frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade
de células HT22.
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(*p < 0,004; **p = 0,0001). # indica diferenca significativa quando comparado
com o grupo tratado somente com o glutamato (# p = 0,002; ## p < 0,0001).
Fonte: Préprio autor (2018).
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com a fragdo diclorometanica obtida
de frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a
viabilidade de células HT22.

15017
Hl Fracido diclorometanica

Fracédo diclorometéanica

1001 + Glutamato 5 mM
*#
-
*
*
50 - T T
0= T T T
Q N ,\9

A

Viabilidade celular
(% do controle)

Fracdo diclorometanica de fruto jucara (g m L'1)

150
Hl Fracgdo diclorometanica

Fracdo diclorometanica

1004 f_ + Glutamato 5 mM
x *
T b
50
0= T T T
Q N ,\,0

B

Viabilidade celular
(% do controle)

Fracdo diclorometanica de fruto jucara (@g mL'i)

Resultados apresentados como média + desvio padréo (n = 5). * indica diferenca
significativa quando comparado com o grupo tratado com seu respectivo controle
(p < 0,001). # indica diferenca significativa quando comparado com o grupo
tratado somente com o glutamato (p < 0,001).

Fonte: Prdprio autor (2018).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com a fracdo acetato de etila obtida
de frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a
viabilidade de células HT22.
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Fonte: Préprio autor (2018).



121

Figura 18. Efeito do pré-tratamento com a fragdo butandlica obtida de
frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade
de células HT22.
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Figura 19. Efeito do co-tratamento com extrato bruto obtido de frutos de
jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade de células
HT22.
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significativa quando comparado com o grupo tratado com seu respectivo controle
(p < 0,0001).

Fonte: Prdprio autor (2018).
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Figura 20. Efeito do co-tratamento com a fracdo hexanica obtida de
frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade
de células HT22.
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Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n = 5). * indica diferenga
significativa quando comparado com o grupo tratado com seu respectivo controle
(p < 0,0001). # indica diferenca significativa quando comparado com o grupo
tratado somente com o glutamato (p < 0,0001).

Fonte: Prdprio autor (2018).



124

Figura 21. Efeito do co-tratamento com a fracdo diclorometénica obtida
de frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a
viabilidade de células HT22.
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significativa quando comparado com o grupo tratado com seu respectivo controle
(*p = 0,0001; **p = 0,02). # indica diferenca significativa quando comparado
com o grupo tratado somente com o glutamato (p = 0,0002).

Fonte: Prdprio autor (2018).
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Figura 22. Efeito do co-tratamento com a fragdo acetato de etila obtida
de frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a
viabilidade de células HT22.
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(p < 0,0001).

Fonte: Prdprio autor (2018).
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Figura 23. Efeito do co-tratamento com a fragdo butandlica obtida de
frutos de jucara de Floriandpolis (A) e Pomerode (B) sobre a viabilidade
de células HT22.
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(p < 0,0001).

Fonte: Préprio autor (2018).

O tratamento com 5 mmol L de glutamato por 24 horas resultou
em uma diminui¢do na viabilidade das células HT22, com valores de
40,88 a 60,26% sobre as células ndo tratadas (Figuras 14 a 23).

Tanto nos ensaios de pré-tratamento, quanto naqueles de co-
tratamento, o teste de post-hoc indicou que na concentracdo de 1 pg mL-
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1 o extrato bruto e todas as fragdes de ambas as amostras falharam em
proteger as células da morte induzida pelo glutamato (Figuras 14 a 23).
Na concentragdo de 10 pg mL?, o extrato bruto e as fracfes acetato de
etila e butandlica também ndo apresentaram efeitos protetores (Figuras 14
e 19; 17 e 22; 18 e 23, respectivamente).

Em contrapartida, as fracfes hexanica e diclorometanica de
ambas as amostras, na concentracdo de 10 ug mL?, foram capazes de
proteger as células do dano celular induzido pelo glutamato. A fracdo
diclorometanica da amostra de Pomerode foi capaz de proteger totalmente
as células HT22 tanto no pré-tratamento (Figura 16b) quanto no co-
tratamento (Figura 21b). O co-tratamento com a fracdo hexanica da
amostra de Pomerode teve 0 mesmo efeito (Figura 20b), enquanto que o
pré-tratamento protegeu parcialmente as células, com viabilidade celular
de 90,26 + 5,49% (Figura 15b). Para a amostra de Floriandpolis, tanto o
pré quanto o co-tratamento preveniram parcialmente o dano celular
induzido pelo glutamato. A viabilidade celular foi de 93,94 + 1,46% e
59,67 + 0,43% para o pré-tratamento com as fragdes diclorometénica
(Figura 16a) e hexanica (Figura 15a), respectivamente. No co-tratamento
a viabilidade celular foi de 75,18 + 7,12% para a fracdo diclorometéanica
(Figura 21a) e 75,58 + 2,96% para a fracdo hexanica (Figura 20a).

Esses resultados sugerem que os compostos fendlicos presentes
nas fracBes hexanica e diclorometanica protegem as células HT22
provavelmente, no caso do pré-tratamento, a partir de uma resposta
antioxidante intracelular pela inducdo de fatores de transcri¢do
relacionadas a sintese de enzimas antioxidantes (CHO et al., 2012). Em
relacdo aos resultados de protecdo do co-tratamento, podem ter sido
resultantes da acdo antioxidante direta (a¢do scavenger) (JEONG et al.,
2014). No entanto, considerando que um periodo de 24 horas se passou
desde o inicio do co-tratamento até a realizacdo do teste de viabilidade
celular, a inducdo de fatores de transcri¢do relacionados & sintese de
defesas antioxidantes ndo pode ser descartada. Estudos adicionais séo
necessarios para elucidar completamente 0os mecanismos moleculares
mediadores da protecdo observada.

Esse efeito protetor observado apenas para essas duas fracbes
pode ser associado ao maior nimero de compostos quantificados e a
presenca de alguns compostos encontrados apenas nessas fracfes. Na
amostra de Florianépolis, compostos como os 4&cidos fendlicos 4-
aminobenzoico, cinamico, ferdlico e p-cumarico; os flavonoides
apigenina, eriodictiol e naringenina; e os aldeidos fenolicos sinapaldeido,
siringaldeido e vanilina foram encontrados apenas nas fracfes hexanica e
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diclorometénica (Tabela 1). Na amostra de Pomerode, foram encontrados
apenas nessas fracdes os acidos fenolicos 4-aminobenzoico, cinamico,
salicilico e siringico; e os aldeidos fendlicos siringaldeido e vanilina
(Tabela 2).

Com excecdo do sinapaldeido, efeitos neuroprotetores de forma
isolada sédo relatados na literatura para todos esses compostos encontrados
nas fracdes hexanica e diclorometénica (LOU et al., 2012; BOZKURT et
al., 2014; LOU et al, 2014; DHANALAKSHMI et al., 2016;
SZWAJGIER; BOROWIEC; PUSTELNIAK, 2017; YUWEI et al.,
2017). Além disso, é importante destacar que a neuroprotecdo de ambas
as fracbes pode também estar relacionada ao efeito da mistura de
compostos que conferem um efeito biolégico maior, o que é denominado
sinergia. Esse efeito sinérgico pode ocorrer a partir de diferentes
fendmenos quimicos ou bioquimicos, incluindo a degradagdo de
substancias, associagdes quimicas entre as moléculas, facilitando o
transporte pelas células, além de outros fatores ainda obscuros (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2007; QIN et al., 2018). Por outro lado, dependendo
da composicao dos extratos e do alvo molecular pode ocorrer o contréario,
o efeito biolégico pode ser diminuido devido a antagonismos entre os
compostos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2007; LUIS et al., 2018).
Sugere-se que esse efeito pode ter ocorrido com o extrato bruto e com as
fracGes acetato de etila e butandlica, visto que a composicdo dos mesmos
incluem fendlicos conhecidos por suas atividades neuroprotetoras, no
entanto, falharam na protecdo contra o estresse oxidativo induzido pelo
glutamato.

Deve-se observar também que a fracdo hexanica apresentou o
menor potencial antioxidante avaliado pelos ensaios DPPH e FRAP. Este
fato demonstra que o potencial neuroprotetor dessa fracdo pode néo estar
necessariamente relacionado a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos, mas ao bloqueio de uma ou mais etapas envolvidas na oxitose.
A oxitose induzida por glutamato envolve a inibicdo da captacdo de
cistina nas células e, como a cisteina é essencial para a biossintese da
glutationa (GSH), ocorre um declinio nos niveis de GSH intracelular.
Assim, h4 ativagdo da 12-lipooxigenase (12-LOX), levando ao aumento
de ROS, calcio citosélico na mitocondria e morte celular. O bloqueio de
qualquer um desses passos é suficiente para evitar a morte celular
(HIRATA et al., 2018; LEWERENZ et al., 2018).

Além disso, o efeito neuroprotetor da fracdo hexanica pode estar
associado aos acidos graxos presentes nessa fragdo como acido oleico,
linoleico e linolénico, os quais sdo os principais encontrados nos frutos
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de jucara (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015). Estudos com
modelos celulares e animais tém demonstrado que esses acidos graxos,
em especial o acido linolénico, podem ter um efeito neuroprotetor a partir
da reducéo do estresse oxidativo de forma indireta, induzindo a ativacdo
da via de sinalizagdo do fator nuclear Nrf2/HO-1 e pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (ALESSANDRINI et al., 2004;
AYUSO; GONZALO-GOBERNADO; MONTANER,  2017;
KERDILES; LAYE; CALON, 2017).

Os resultados obtidos neste estudo destacam a importancia de
avaliar a possivel atividade biolégica em todas as fragGes, visto que nem
sempre aquelas que apresentam o maior potencial antioxidante em
ensaios in vitro sdo aquelas que apresentardo o possivel efeito bioldgico
estudado.

4. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que 0s extratos obtidos a partir dos
frutos de jugara apresentam potencial neuroprotetor frente ao dano celular
induzido pelo glutamato na linhagem celular HT22. Considerando que o
estresse oxidativo induzido pelo glutamato é um importante fator
relacionado & morte celular em doencgas neurodegenerativas, os resultados
deste trabalho sugerem que 0s compostos presentes nos frutos de jucara
sdo promissores para a redugéo do risco de tais doencas.

A partir do fracionamento dos compostos utilizando solventes
com diferentes polaridades observou-se que as fragbes menos polares
(hexanica e diclorometanica) foram as que apresentaram os melhores
resultados. Esse efeito protetor observado pode estar associado aos
fendlicos presentes nessas fragbes, bem como a outros compostos como
acidos graxos. O efeito sinérgico dos compostos na protecdo contra os
danos oxidativos também deve ser considerado, bem como o blogqueio nas
etapas envolvidas no processo de oxitose, especialmente a fracdo
hexanica, que apresentou 0 menor potencial antioxidante in vitro, mas
efeitos neuroprotetores.

Este foi o primeiro estudo que avaliou possiveis efeitos
neuroprotetores dos frutos de jucara. Dessa forma, estudos adicionais sdo
necessarios para compreender melhor quais sdo 0s compostos
responsaveis por esta atividade, os mecanismos envolvidos no potencial
neuroprotetor, bem como o efeito em outros modelos neuronais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com este trabalho foi possivel avaliar a bioacessibilidade dos
compostos fenolicos dos frutos de jucara ao longo do ciclo de maturacéo,
0 que demonstrou que os frutos mais maduros apresentam maiores fragdes
bioacessiveis e maior potencial antioxidante.

Mesmo apds as perdas que ocorrem durante 0 processo de
digestdo gastrointestinal, os frutos de jucara se destacam por fornecer
concentracBes relevantes de compostos fendlicos para a absorcdo do
organismo humano, podendo sua ingestdo ser recomendada para
maximizar a ingestao dietética de antioxidantes.

A realizacdo deste trabalho permitiu demonstrar possiveis efeitos
neuroprotetores dos frutos de jugara, apresentar novos compostos
fendlicos dessa matriz, bem como apresentar as fragcdes responsaveis por
essa possivel atividade bioldgica.

A divulgagdo dos resultados gerados com este trabalho podera
contribuir com avancos significativos no fornecimento de fundamentacédo
tedrica para avancos em pesquisas de influéncia do consumo dos frutos
de jucara sobre a salde humana.

As informagfes geradas em relacdo & composicdo e possiveis
efeitos benéficos poderdo contribuir para aumentar o mercado
consumidor e expandir a producdo dos frutos de jucara, podendo
contribuir também com a geracdo de renda a produtores familiares.

Além disso, 0 aumento no consumo e na comercializacdo dos
frutos de jucara oferecem beneficios a preservacdo do bioma Mata
Atlantica, considerando que seu cultivo contribui para a restauracao
ambiental e é uma das estratégias para acelerar a regeneracao da espécie
E. edulis.

Considerando que os estudos com frutos de jucara s&o escassos,
é de grande importancia a realizacdo de trabalhos futuros que avaliem a
biodisponibilidade dos compostos dessa matriz, seus efeitos biolégicos,
bem como ensaios clinicos que visem avaliar a influéncia da ingestdo
desses frutos na promocéo e manutengao da salde.
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APENDICE A — Parametros do espectrdmetro de massas obtidos para os
jucara (Euterpe edulis

compostos fenolicos testados em frutos de

Martius). (continua)
DP EP CEP CE CXP
4-aminobenzdico -20,00 -9,50 -10,00 -16,00 -2,00
Acido salicilico -25,00 -2,50 -10,00 -24,00 -2,00
Acido cinamico -25,00 -9,00 -10,00 -16,00 -2,00
Acido galico -25,00 -11,00 -12,00 -20,00 -4,00
Acido protocatecuico  -26,00 -9,00 -17,32  -17,00 -4,00
Acido p-cumarico -21,00 -4,00 -17,69 -13,00 -6,00
Taxifolina -95,00 -10,50 -16,00 -30,00 -2,00
Rutina -31,00 -5,00 -34,19 -27,00 -6,00
Quercetina -80,00 -6,00 -14,00 -32,00 0,00
Resveratrol -50,00 -8,50 -18,00 -24,00 -4,00
Miricetina -65,00 -4,50 -18,00 -34,00 -2,00
Aromadendrina -45,00 -4,00 -16,00 -32,00 -2,00
Hispidulina -50,00 -7,00 -22,00 -14,00 -4,00
Campferol -75,00 -4,50 -16,00 -62,00 -2,00
Acido p-anisico -25,00 -5,00 -10,00 -18,00 -2,00
Acido mandélico -20,00 -7,50 -10,00 -12,00 -2,00
Vanilina -25,00 -3,00 -14,00 -14,00 -2,00
Acido 4 — -30,00 -6,50 -10,00 -18,00 -2,00
hidroximetilbenzoico
Acido 3,4 -30,00 -7,00 -10,00 -20,00 -2,00
hidroximetilbenzoico
Umbeliferona -55,00 -4,50 -10,00 -22,00 -4,00
4-hidroxicinamico -25,00 -10,50 -12,00 -20,00 -2,00
Acido -10,00 -10,00 -10,00 -6,00 -2,00
metoxifenilacético
Acido vanilico -30,00 -7,00 -10,00 -18,00 -2,00
4-metilumbeliferona -45,00 -10,50 -10,00 -28,00 -2,00
Coniferaldeido -25,00 -10,00 -12,00 -20,00 -2,00
Acido cafeico -30,00 -11,00 -10,00 -22,00 -2,00
Siringaldeido -25,00 -4,50 -10,00 -20,00 -4,00
Escopoletina -35,00 -4,00 -12,00 -14,00 -2,00
Acido fertlico -40,00 -7,00 -10,00 -24,00 -2,00
Acido siringico -30,00 -10,50 -12,00 -28,00 -2,00
Sinalpadeido -30,00 -3,00 -12,00 -22,00 -2,00
Acido sinapico -30,00 -12,00 -16,00 -22,00 0,00
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APENDICE A — Pardmetros do espectrometro de massas obtidos para o0s
compostos fenodlicos testados em frutos de jucara (Euterpe edulis Martius).
(concluséo)

Crisina -65,00 -10,00 -20,00 -52,00 -2,00
Pinocembrina -60,00 -12,00 -22,00 -54,00 -2,00
Apigenina -75,00 -9,00 -14,00 -46,00 -2,00
Galangina -75,00 -8,50 -16,00 -64,00 -10,00
Naringenina -60,00 -4,50 -12,00 -28,00 -2,00
Carnosol -75,00 -5,00 -16,00 -16,00 -4,00
Acido clorogénico -25,00 -5,00 -24,00 -28,00 -2,00
Acido rosmarinico -50,00 -3,00 -18,00 -28,00 -4,00
Isoquercitrina -245,00  -3,00 -48,00 -44,00 -2,00
Naringina -250,00 -4,00 -36,00 -52,00 -2,00
Eriodictiol -75,00 -9,50 -16,00 -36,00 -4,00
Fustina -45,00 -4,00 -14,00 -38,00 -2,00
Catequina -55,00 -4,50 -14,00 -34,00 -4,00
Epicatequina -290,00  -4,00 -16,00  -40,00 -2,00
Acido elagico -50,00 -10,50 -16,00 -58,00 0,00

DP - Potencial de desagregacdo; EP — Potencial de entrada; CEP — Potencial de
entrada da célula de colisdo; CE — Energia de colisdo; CXP - Potencial de saida
da célula de colisdo.

Fonte: Schulz et al. (2015).
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APENDICE B - Estrutura dos compostos fendlicos quantificados no
extrato bruto e fragGes de frutos de jugara (Euterpe edulis Martius).
Acidos fendlicos
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Aldeidos fendlicos
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Fonte: Schulz et al. (2019).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article histary. Jugam (Eureme edulis Martius) ks a palm tree widely distributed in the Atlantic Forest, which produces round
Received 16 April 2016 fruits that recently gained worldwide attention, mainly for its resemblance to fruits of Euterpe oleracea and Eurer-
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pe precatoria Martius used to produce aal Jugara fruits stand out for their high nutritional va lue, which contain

m::;ﬂﬂ;mmw different kinds of nutrients, induding fatty acids, protein, ibers, mineral and binactvec

such as anthocyanins, non-anthocyanin flavonoids and phenolic adds, which are associated with potent biolog-
o ical activitiee. The main objective of this work is ta present the available compositional data regarding jucara
Al fruits to produce 3 comprehensive source of recent information on important chemical constituents and the po-
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ABSTRACT

The Euterpe genus consists of about 28 species and in Brazil the most important are
E. plerace, E. edulis and E. precatoria. E oleracea is found mainly in the Brazlian
states of Para, Maranhde, Tocantins, and Amapa, while E. precareria is native to the state
of Amarzonas. Om the other hand, E. edwlis is native to the Atlamtic Forest. Despite their
differences mn lecation and characteristics of palm trees, the fruits produced by the thres
species are very similar. They are globose hermies with a color that evelves fom zresn w
black during the ripening process. Euterpe fruits stand out for their high lipid content,
with a predominance of oleic acid Others famy acids inchade linolsic. linolenic and
palmific in relvant concenfrations. Moreover, fnots of E. oleracea, E edufic and
E precatoria assume gmeat importance in human mufrition due to their rch content of
other essential muirients which mchude protein, minerals, vitamins, and distary fiber. The
bipactive compounds such as anthocvaning, other flavonoids, and phenolic acids ams
widely evaluated which are related to the potent antioxidant capacity of thess fnuts
Orher significant health bensfits are ascribed. such az anti-inflammatory, hypolipidemdc,
neuroprotective, and anticancer properties demonstrated m witre and & vive stodies.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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activity (DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP), after in vitm digestion decreased 51—

’;:’“‘”'”‘ 78% when campared to the crude extract. Bicaccessible fractions of quercetin, protocatechuic and p-
H::dk coumaric acids presented positive and significant correlation with results of DPPH and FRAP.
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ABSTRACT

Keywords: ‘This study investigated the neuroprotective effect of jugara fruit extracts against ghutamate-induced oxytosis in
agai HT22 cells. Potential relationships between the extracts' and their -
Anticidant oxidant capacities were also investigated. Experiments with the addition of either the crude methanolic exteact
Palyphenols or hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanal fractions 24 h before glutamate (pretreatment) and to-
E‘;‘:’m gether with gluiamate (co-treaiment) were performed. At the concentration of 10 pg ml =" the hexane and di-

chloromethane fractions were able to protect cells, both in pretreatment and co-treatment. These fractions
presented the highest number of quantified polyphenolics (24 and 21, respectively) although the fotal levels
were 63-fold higher in the di fraction. Sy , vanillin and 4-aminobenavic, cinnamic,
salicylic and syringic acids were found anly in these fractions. The dichloromethane fraction presented higher
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higher ferrie redueing antioxidant power. These results suggest jugara frults extracts as promising for the re-
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