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RESUMO

KUHN, Fernanda. Potencial antioxidante da Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel sobre
parametros de estresse oxidativo em Rhamdia quelen. Dissertacdo (Mestrado). Programa
de Pos — Graduacdo em Ciéncias Ambientais. Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé.
2014, 69 p.

O Rhamdia quelen é um peixe nativo que vem despontando como um dos mais promissores
para ser cultivado em funcdo da sua resisténcia ao manejo, crescimento acelerado, inclusive
no inverno e boa eficiéncia alimentar. Porém, com a intensificagcdo dos sistemas de cultivo, 0s
peixes sdo expostos a condicbes de estresse, podendo ocasionar patologias e problemas
relacionados a deterioracdo ambiental. O uso de produtos naturais pode permitir que 0s
animais superem de maneira saudavel e sem danos, as condi¢cGes adversas que estdo
frequentemente sujeitos, resistindo as praticas de manejo. Dessa forma, os extratos vegetais
podem contribuir para uma aquicultura sustentavel, através do controle de doencas com
produtos biodegradaveis. Nesse contexto, destaca-se a jabuticaba, fruta nativa do Brasil,
pertencente a familia Myrtaceae que tem sido alvo de inumeros estudos cientificos por
apresentar elevada atividade antioxidante devido principalmente ao seu conteudo significativo
de antocianinas. No entanto, investigacbes do potencial antioxidante da espécie Plinia
trunciflora ainda sdo escassos. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial antioxidante do extrato de Plinia trunciflora na protecdo contra o estresse oxidativo
em jundid (Rhamdia quelen) submetidos ao modelo de estresse de perseguicdo por rede.
Inicialmente, foram quantificados os teores de polifendis totais e antocianinas por
espectrofotometria e por CLAE em diferentes extratos de jabuticaba (aquoso, etanélico 99% e
hidroalcodlico 70%), bem como seu potencial antioxidante medido através da captura dos
radicais sintéticos ABTS e DPPH. O extrato hidroalcodlico 70% apresentou 0 maior contetdo
de polifendis totais e antocianinas e consequentemente a maior atividade antioxidante. Esse
extrato foi posteriormente incorporado na ragdo e administrado aos jundias por 15 dias. Apos
esse periodo, os animais foram submetidos a um protocolo de estresse agudo (perseguicdo por
rede). Apds a eutandsia dos animais avaliou-se as atividades das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S- transferase (GST) hepéticas. Os niveis de

cortisol, peroxidacdo lipidica (TBARS) e tidis ndo proteicos hepaticos também foram
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avaliados. Constatou-se que o extrato hidroalcodlico 70% de Plinia trunciflora preveniu o

dano oxidativo em jundias expostos a um fator fisico de estresse.

Palavras-chave: Produtos naturais. Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel. Atividade

antioxidante. Estresse oxidativo. Rhamdia quelen.



ABSTRACT

KUHN, Fernanda. Antioxidant potential of Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel on
oxidative stress parameters in Rhamdia quelen. Dissertation (Master). Post — Graduation in

Environmental Sciences. Universidade Comunitaria da Regido de Chapec6. 2014, 69 p.

The Rhamdia quelen is a native fish that has been emerging as one of the most promising to
be cultivated due to its resistance management, accelerated growth, even in the winter and
good feed efficiency. However, with the intensification of farming systems, fish are exposed
to stress conditions, which may cause diseases and problems related to environmental
deterioration. The use of natural products can allow animals to overcome healthily and
without damage, adverse conditions that are often subject, resisting management practices.
Thus, the plant extracts may contribute to a sustainable aquaculture through control of
diseases with biodegradable products. In this context, there is jabuticaba, fruit native to Brazil,
belonging to the Myrtaceae family that has been the subject of numerous scientific studies by
presenting antioxidant activity mainly due to its significant content of anthocyanins.
However, investigations of the antioxidant potential of Plinia trunciflora are still scarce.
Therefore, this study aimed to evaluate the antioxidant potential of the extract Plinia
trunciflora in protecting against oxidative stress in Rhamdia quelen subjected to the stress of
persecution by network model. Initially, the contents of total polyphenols and anthocyanins
were quantified by spectrophotometry and by HPLC in different extracts Jabuticaba (aqueous,
ethanolic 99% and hydroalcoholic 70%), as well as its antioxidant potential measured by
capturing the synthetic DPPH and ABTS radicals. The hydroalcoholic extract 70% had the
highest content of total polyphenols and anthocyanins and consequently the highest
antioxidant activity. This extract was subsequently incorporated into the diet and administered
for 15 days to the catfishes. After this period, the animals were submitted to a protocol of
acute stress (persecution network). After animals euthanasia the activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST) from liver was
assessed. Cortisol levels, lipid peroxidation (TBARS) and hepatic non-protein thiols were also
evaluated. It was found that 70% alcoholic extract of Plinia trunciflora prevented oxidative

damage in silver catfish exposed to a physical stressor.

Keywords: Natural products. Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel. Antioxidant activity.

Oxidative stress. Rhamdia quelen.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

De acordo com dados estatisticos do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), em
2011 a Regido Sul foi novamente a que assinalou a maior producdo de pescado do pais, com
153.674,5 t, respondendo por 28,2% da produgdo nacional nessa modalidade. A anélise da
producdo nacional de pescado por Unidade da Federacdo demonstrou que o Estado do Parana
€ 0 maior produtor de pescado continental do Brasil, com 73.831,1 t, sequido pelos estados,
de Santa Catarina com 53.641,8 t e Mato Grosso com 48.748,3 t (BRASIL, 2012).

A piscicultura Catarinense tem crescido significativamente nos ultimos anos e
historicamente, a maior parte dos cultivos € feito em pequenas propriedades familiares, mas
gue no seu somatorio resultaram em uma producdo de 34.609 toneladas de peixes em 2012,
Tal quantidade de peixes equivale a0 montante aproximado de R$ 11.247.925,00 (media de
R$ 3,25 por kg de peixe) direto aos produtores. Além da tilapia, outro peixe que vem se
destacando e sua producéo crescendo ano a ano é o peixe nativo jundia (Rhamdia quelen).
Possui condicdes de atender a um mercado exigente pelas excelentes qualidades apresentadas,
como 6timo sabor, baixo nivel de gordura, altos indices de émega 3, carne branca e sem
espinhas no filé ja desponta como altamente promissor em termos de retorno para o produtor
(EPAGRI/CEDAP, 2013).

O jundia é um peixe de agua doce e sua distribuicdo compreende desde o centro da
Argentina até o sul do México. A espécie se caracteriza por apresentar um bom desempenho
de crescimento e boa fecundidade em criagdes intensivas, além disso, adapta-se facilmente ao
manejo reprodutivo (SANTOS, 2002).

Com a intensificacdo dos sistemas de cultivo, 0s peixes sdo expostos a condi¢Ges de
estresse, podendo ocasionar patologias e problemas relacionados & deterioracdo ambiental
(BALCAZAR et al., 2006). O ambiente aquatico é extremamente dindmico e os animais que
vivem nesse ambiente enfrentam alteracdes dificilmente enfrentadas pelos animais terrestres
como mudancas rapidas ou extremas na concentracdo de O, dissolvido, pH e salinidade, o que
pode ocasionar estresse e alterar a homeostase. Os agentes estressores podem ser de natureza
quimica, como por exemplo, concentracdo elevada de amonia e nitrito, decorrente da

degradacdo da matéria organica, reducdo da concentracdo de O, dissolvido, poluentes



organicos e inorganicos. Podem também ser resultantes de atividades agroindustriais; ou
podem ser de natureza fisica, como alta densidade populacional, confinamento, captura ou
mudancas no ambiente fisico, como a reducgédo do nivel de agua nos corpos d’ agua. Os fatores
estressantes tem sido a principal causa das perdas de lucros na piscicultura, pois afetam o
metabolismo e, consequentemente, o crescimento dos peixes (MARIANO et al., 2009 a).

O termo estresse tem sido utilizado para caracterizar um estado de ameaca a
homeostase causada por um estimulo estressante, podendo causar disturbios fisioldgicos,
bioquimicos ou morfolégicos. O estresse € caracterizado também como uma resposta
comportamental geral na qual ha reacGes motoras e neurovegetativas mediadas pelo sistema
neuro-endocrino (PICKERING, 1981; WENDELAAR BONGA, 1997). Ja o estresse
oxidativo € uma condicdo ocasionada pelo aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e outros compostos oxidantes, através do acumulo de intermediarios
reativos, em prejuizo do sistema de defesa antioxidante e incapacidade para reparar o dano
oxidativo (OBA et al., 2009).

Neste contexto, a utilizacdo de antioxidantes naturais pode permitir que 0s animais
superem de maneira natural e sem danos as condi¢Ges adversas a que estao sujeitos, resistindo
as praticas de manejo (MONTEIRO et al., 2007). Dessa forma, os extratos vegetais podem
contribuir para uma aquicultura sustentavel, através do controle de patologias com produtos
biodegradaveis, diminuindo consequentemente o uso de produtos quimicos prejudiciais ao
homem e ao meio ambiente (GALINA et al., 2009).

O poder antioxidante de uma planta, por exemplo, pode ser atribuido ao contetdo de
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos sdo incluidos na categoria de interruptores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da autoxidacdo dos lipidios. Além da
captura de radicais livres, esses compostos podem atuar como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo (SHAHIDI et al.,
1992).

A jabuticaba destaca-se como uma importante fonte natural de compostos fendlicos.
Varios estudos ja demonstraram que os frutos de diferentes espécies de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora, Myrciaria jaboticaba) apresentam atividade antioxidante significativa devido
principalmente ao contetdo de antocianinas, classe de compostos fendlicos majoritarios
presentes na casca do fruto (EINBOND et al.,, 2004; REYNERTSON et al., 2005;
REYNERTSON et al., 2008; TERCI 2004). No entanto, ainda ndo existem estudos
quantificando esses compostos, nem avaliando a atividade antioxidante da Plinia trunciflora

em modelos de inducdo de estresse em animais.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante do extrato de jabuticaba (Plinia trunciflora) em juvenis

de jundia (Rhamdia quelen) submetidos a um protocolo de estresse.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir extratos de jabuticaba (Plinia trunciflora) utilizando diferentes métodos de
extracao;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e antocianinas monoméricas dos
extratos de jabuticaba;

e Quantificar e identificar as antocianinas presentes nos diferentes extratos de jabuticaba
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos de jabuticaba atraves dos testes
de captura dos radicais DPPH e ABTS;

e Avaliar o efeito do extrato de jabuticaba sobre os niveis de cortisol em juvenis de
Rhamdia quelen submetidos a um protocolo de estresse por perseguicdo com rede;

e Auvaliar o potencial antioxidante in vivo do extrato de jabuticaba através da medida dos
niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS), das defesas antioxidantes enzimaticas
catalase (CAT), glutationa S- transferase (GST) e superoxido dismutase (SOD) e das
defesas ndo enzimaticas (tiois ndo-proteicos) no figado de juvenis de Rhamdia quelen

submetidos a um protocolo de estresse por perseguicdo com rede.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia é um peixe comumente encontrado na regido do sul da América do Sul.
Habita lagos e pocgos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas com
fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e troncos, de
onde saem a noite a procura de alimento. Em experimentos com larvas e alevinos dessa
espécie em cativeiro, observou- se uma acentuada aversdo a luz e busca por locais escuros
(PIAIA et al., 1999).

Essa espécie pode atingir 50 cm de comprimento e 3 kg de peso. Os alevinos
suportam agua do mar a 10%, até 9,0 g/L de sal comum e pH na faixa de 4,0 a 8,5, com
melhor crescimento das larvas na faixa de pH de 8,0 a 8,5. E uma espécie euritérmica,
omnivora e com tendéncia piscivora. A maturidade sexual é atingida no primeiro ano de vida.
Na natureza, os cardumes desovam em locais com agua limpa, calma e de fundo pedregoso.
Né&o apresenta cuidado parental. Possui dois picos reprodutivos por ano (um no verao e outro
na primavera) e desova multipla. O jundia apresenta uma alta taxa prolifica e ganho de peso
elevado, principalmente nos meses mais quentes. Devido a estas caracteristicas, esse peixe
vem sendo intensivamente cultivado (GOMES et al., 2000).

A sequéncia mais viavel para a cultura do jundia é viveiro, incubadora (1-2 a 10 g), e
terminacdo (600-800 g) (BARCELLOS et al., 2004). O periodo de envio, que é o tempo
decorrido entre a captura em tanques bercéario e transferéncia para os tanques interiores até a
venda e expedicdo para fazendas de peixes, geralmente dura 10 dias e durante esse tempo,
além de mudancas na dieta (de plancton para alimentacdo artificial) o jundia é mantido em
altas densidades (BARCELLOS et al., 2009).

Tendo como modelo o catfish (Ictalurus punctatus), o jundia esta demonstrando ter
uma habilidade de altas produgdes em monocultivo com alta densidade. Pesquisas tem
demonstrado que densidades de até trés unidades por metro quadrado tem rendido a espécie
uma oportunidade de demonstrar sua rusticidade e crescimento em alta densidade (GRAEFF,
2013).

A producdo de jundia vem crescendo a cada ano ndo sO pelas suas vantagens

zootécnicas, mas também pelas pesquisas, experimentos e acdes de extensio realizadas. E



importante ressaltar duas vantagens importantes para o cultivo do jundid: a econémica e a
ambiental. O rendimento dos filés, préximo a 50%, é bem acima do rendimento do filé de
tilapia, a principal espécie de agua doce produzida no Brasil. O potencial zootécnico do jundia
0 habilita a se tornar a principal espécie nativa de agua doce a ser produzida na regido Sul.
Vale ressaltar que até o ano de 2007, nos levantamentos anuais de peixes comercializados no
estado de Santa Catarina, o jundia ndo participava das estatisticas. Atualmente, no ultimo
levantamento realizado no ano de 2012, participou com cerca de 1,9% do total produzido pelo
estado, sendo a espécie nativa mais cultivada (AMARAL JUNIOR, 2013; EPAGRI/ CEDAP,
2013).

3.2. Estresse oxidativo e Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Todos os organismos aerdbios enfrentam a necessidade de lidar com as espécies
reativas de oxigénio (EROs), moléculas quimicamente reativas que contém oxigénio. Estas
sdo formadas como um subproduto natural do metabolismo normal do oxigénio e tem um
importante papel na sinalizacdo celular e homeostase. No entanto, durante periodos de
estresse ambiental os niveis de EROs podem aumentar drasticamente. Quando a producéo e
acumulacdo de EROs estdo além da capacidade do organismo para eliminar essas espécies
reativas ocorre o estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Espécies reativas de oxigénio tais como radical hidroxila (*OH), anion radical
superoxido (O2+—) e hidroperoxila (ROO¢), além de causar danos ao DNA, podem oxidar
lipidios e proteinas. As EROs atacam as cadeias de &cidos graxos poli-insaturados dos
fosfolipidios e o colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando
assim o processo de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares. Os radicais de carbono
formados podem reagir com oxigénio originando radicais peroxila, que por sua vez podem
atacar novas cadeias de &cidos graxos poli-insaturados, propagando a reacdo. O resultado
deste processo é a oxidagdo de varias moléculas de acidos graxos (VALKO et al., 2004;
HASLAM, 1996).

O desenvolvimento do estresse oxidativo, fontes celulares de EROs e os sistemas
antioxidantes serdo analisados a seguir. A apresentacdo esquematica do estresse oxidativo é
mostrada na Figura 1. Sob condigdes normais, o nivel de EROs é estabilizado pelo equilibrio
entre sua producdo e eliminacdo. Quando, o nivel de EROs é aumentado e se contrabalancado

por antioxidantes, retorna rapidamente ao intervalo inicial. Estes eventos sdo chamados de



"estresse oxidativo agudo”. No entanto, se a eficiéncia do sistema antioxidante ndo é
suficientemente elevada para diminuir o nivel de EROs para a concentracdo estacionéria
inicial, esse nivel pode ser mantido por periodos mais longos (chamado “estresse oxidativo
crénico”) e apenas 0 aumento da eficiéncia do sistema antioxidante pode retornar o sistema ao
estado inicial. Em algumas circunstancias, o sistema perturbado ndo retorna ao nivel de EROs
inicial (estado estacionrio) e é estabilizado a um nivel de EROs maior chamado de "quase-
estacionario” (LUSHCHAK, 2011).

Concentracio de
EROs

Nivel de EE(s
QJuase

estacionario”

Estado estacionario de EROs

Tempo

Figura 1: Producédo de EROs e niveis de estresse oxidativo
Fonte: LUSHCHAK (2011)

Muitos fatores podem determinar a resposta do sistema neuro - enddcrino a estimulos
estressantes, gerando variabilidade na resposta ao estresse. As causas de tais variabilidades
podem ser devido a processos adquiridos ao longo da vida do individuo, a ajustes as
particularidades do ambiente e desenvolvimento do animal e evolutivas, ou seja, adaptacdes
geneticamente estruturadas (VIGAS, 1980; PICKERING, 1981).

O ambiente aquatico é extremamente dindmico e 0s animais que vivem nesse ambiente
enfrentam alteragcbes ambientais dificilmente enfrentadas pelos animais terrestres como
mudancas rapidas ou extremas na concentracdo de O, dissolvido, pH e salinidade, o que pode
ocasionar estresse e alterar a homeostase (OBA et al., 2009).

Uma grande variedade de organismos vivos, incluindo as bactérias tem a capacidade
de responder aos niveis elevados de EROs, com um aumento nos niveis de glutationa

intracelular ou com aumento da expressdo de proteinas - enzimas com a capacidade de



eliminacdo de EROs. Este processo ¢ conhecido como “resposta ao estresse oxidativo”
(DROGE, 2002).

3.3. Defesas antioxidantes enzimaticas

Para combater o estresse oxidativo, 0s organismos aerdbios desenvolveram
mecanismos de defesas antioxidantes, que podem ser produzidas endogenamente ou serem
adquiridas atraves da dieta. As principais enzimas antioxidantes sdo a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST), todas elas abundantes nos tecidos de peixes (STOREY, 1996;
VAN DER OOST et al., 2003).

A enzima catalase, um componente de defesa antioxidante primario, exerce duas
funcdes importantes: a decomposicdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio
(H.O + O,) e a oxidacdo de compostos hidrogenados, como metanol, etanol, acido férmico,
fenois, com o consumo de um mol de perdxido (AEBI, 1984). Muitas reacOes de degradacéo
dos aminoé&cidos e gorduras, ocasionadas pelo estresse oxidativo, produzem radicais livres e
peroxidos de hidrogénio, espécies altamente reativas capazes de lesar a “maquinaria” celular.
A maneira que a célula encontrou para se defender desses produtos foi a formacdo de
peroxissomos, pequenas vesiculas envoltas por membrana, onde ocorrem as reacfes devido a
grande quantidade de catalase, como citado por Lehninger et al. (1995).

A atividade da catalase € importante para 0 monitoramento, por ser uma enzima que
apresenta elevada atividade quando o organismo se encontra em estresse oxidativo. E
encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rim e figado. Em modelos de estresse
oxidativo decorrente de agressdo térmica, os eritrocitos exibem diminuicdo da atividade da
catalase durante o processo hemolitico termo dependente (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Muitos estudos sugerem que a catalase é mais efetiva para controlar o estresse
oxidativo quando as concentragOes intracelulares de H,O, sdo muito elevadas. Pequenos
aumentos no H,O, parecem ser mais bem controlados pela glutationa peroxidase (GPx)
(HERMES-LIMA, 2004).

Como as catalases estdo localizadas nos peroxissomos da maioria das células e estdo
envolvidas no metabolismo dos &cidos graxos, alteracfes na sua atividade, principalmente no

figado, podem ser de dificil interpretacdo. Por isso, a atividade catalésica nos eritrocitos pode



ser um marcador mais apropriado para a exposi¢cdo oxidante em peixes (STEGEMAN et al.,
1992).

A atividade dessa enzima também se correlaciona com os habitos alimentares dos
peixes, e, diferentemente do que acontece com a SOD, a atividade da CAT tende a ser menor
nos herbivoros do que nos onivoros (LACKNER, 1998).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em
sua composicdo. A forma CuzZn-SOD esta presente, principalmente, no citosol e meio
extracelular, enquanto que a Mn-SOD esta localizada, principalmente, na mitocondria. Esta
enzima tem um papel antioxidante, pois catalisa a dismutagdo do O, em H,O,. Durante o
processo hemolitico decorrente de agressdo térmica, os glébulos vermelhos exibem queda da
atividade de SOD (BARTOSZ et. al., 1978; HATHERILL, et. al., 1991). A adicdo desta
enzima também protege 0 DNA de lesdes provocadas pela sobrecarga de Fe™™ . A SOD
apresenta um grande potencial como biomarcador (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A superoxido dismutase mostra grandes diferencas em atividade entre tecidos e
espeécies de peixes. Sua atividade € maior em peixes marinhos, em comparagdo com peixes de
agua doce (WILHELM FILHO, 1996); peixes herbivoros também apresentam maior atividade
dessa enzima (LACKNER, 1998). Em relacdo a presenca de contaminantes, varios trabalhos
mostram que a atividade da SOD tende a ser maior em peixes de locais poluidos, sugerindo
que sua atividade pode ser usada para medir a severidade do impacto ambiental. Ela é
induzida muito rapidamente, dentro de poucas horas, especialmente se a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) ndo for muito alta (VAN DER OOST et al., 2003).

Em meio acido, o O, rapidamente forma o H,0O,, ja em meio neutro ou pH alto a
dismutacdo do O, é catalisada pela SOD (GREGORY; FRIDOVICH, 1973; FRIDOVICH,
1978, 1995). Mariano (2009 b) estudou as defesas antioxidantes e o possivel estresse
oxidativo em H. unitaeniatus ap0s exposicdo ao ar atmosférico e subsequente retorno ao
ambiente aquatico e verificou que a diminuigdo da SOD tanto no figado quanto no plasma
apresentada em todos os grupos a partir de 6 horas de exposi¢cdo ao ar e nos grupos de
recuperacdo pode ter sido influenciada pela diminui¢do do pH, pois como a conversédo O, a
H,O, poderia ter acontecido pela acidez do meio, a SOD teve sua atividade reduzida neste
processo.

A principal peroxidase de peixes é a glutationa peroxidase (GPx), esta enzima é
largamente utilizada como biomarcadora, 0 que demonstra a obtengdo de resultados
expressivos em diversas situagcdes de estresse. A GPx pode estar localizada no citosol, bem

como na matriz mitocondrial, e divide com a catalase a habilidade para detoxificar o peroxido



de hidrogénio (H,0,). Entretanto, como a catalase esta geralmente restrita aos peroxissomos,
0s perdxidos da matriz citoplasméatica e mitocondrias sdo entdo detoxificados pela GPX,
embora a atividade da GPx tecidual corresponda a um milésimo da atividade da catalase
(LACKNER, 1998).

As glutationas S-transferases (GSTs) representam uma importante familia de enzimas,
primariamente citosolicas, que catalisam a conjugacgdo de varios compostos com o tripeptideo
glutationa. Essas proteinas também desempenham papeis adicionais no processo de
detoxificacdo. As GSTs sollveis aumentam a disponibilidade de agentes toxicos lipofilicos
para as enzimas de fase I, servindo como proteinas carreadoras. Também, por meio de
ligacGes covalentes com os compostos toxicos, as GSTs reduzem a probabilidade desses
compostos se ligarem a outras macromoléculas celulares, como 0 DNA. O figado € a principal
fonte de GST em peixes (STEGEMAN et al., 1992).

3.4. Agentes antioxidantes ndo enzimaticos: Compostos fenolicos

Os organismos Vvivos estdo constantemente sujeitos a acdo oxidativa do oxigénio,
sendo que diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes na
dieta diaria pode produzir uma agdo protetora efetiva contra estes processos oxidativos que
ocorrem no organismo (DEGASPARI et al., 2004).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que em pequenas
concentracfes, em comparacdo ao substrato oxidavel, retardam ou previnem
significativamente o inicio ou a propagacdo da cadeia de reacBes de oxidacdo. Estes
compostos inibem ndo sé a peroxidacdo dos lipidios, mas também, a oxidacdo de outras
moléculas, como proteinas, DNA, entre outras (HALLIWELL, 1995).

Compostos fenolicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico
no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal e nos microrganismos, fazendo parte também do
metabolismo animal. Dentre os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario
das plantas sdo encontradas estruturas tdo variadas quanto a dos acidos fenolicos, dos
derivados da cumarina, dos pigmentos hidrossoltveis das flores, dos frutos e das folhas. Além

disso, essa classe de compostos abrange as ligninas e 0s taninos, polimeros com importantes
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fungdes nos vegetais. Ainda, estruturas fendlicas sdo encontradas fazendo parte de proteinas,
alcaloides e terpendides (CARVALHO et al., 2001).

Os flavonoides constituem o0 grupo mais representativo dos antioxidantes vegetais,
encontrados com ampla diversidade de formas, sendo representado por mais de 4000
compostos fendlicos incluindo subgrupos: flavondis, flavanonas, antocianinas, flavononas e
flavandis, como mostra a Figura 2 (BOVERIS et al., 2001).

20 o6

o}
Flavanona Flavanol Flavona
=
O 0L % |
OH &
o}
Flavonal Antocianidina Isoflavona

Figura 2: Principais classes de flavonoides
Fonte: SHAHIDI; NACZK (2004)

A distribuicdo dos flavonoides nos vegetais depende de diversos fatores de acordo
com o filo/ordem/familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Os padrbes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente raios ultravioletas B,
pois a formacdo dos flavondides é acelerada pela luz. Consequentemente, plantas cultivadas
em estufas, nas quais os raios ultravioletas sdo bloqueados o conteldo de flavonoides é
reduzido (SELLAPPAN et al., 2002).

Os efeitos bioquimicos e farmacoldgicos dos flavonoides sdo muito vastos, dentre
estes se destacam as acOes antioxidante, anti-inflamatdria e antiplaquetéria, além do efeito
antialérgico. Eles podem inibir enzimas destacando-se a prostaglandina sintetase, a
lipooxigenase e a ciclooxigenase, todas relacionadas diretamente com a tumorgénese.
Também tém o poder de induzir enzimas do sistema desintoxicante como a glutationa S-
transferase. Os flavonoides atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais livres, em

ambos o0s compartimentos celulares, lipofilico e hidrofilico. Esses compostos tém a
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capacidade de doar 4&tomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em cadeia provocadas
pelos radicais livres (DEGASPARI et al., 2004).

Os perfis fendlicos presentes em plantas superiores sdo, portanto, o resultado de
processos longos e complexos de evolucdo e coevolugdo. E evidente que a regulacdo de sua
sintese envolve mecanismos muito sofisticados de conducgédo e controle preciso da producao
de moléculas especificas no lugar certo e na hora certa ou em resposta a estimulos ambientais
(BOUDET, 2007).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas, possui um
papel importante na reducdo da oxidagdo lipidica em tecidos, vegetal e animal e quando
incorporados na alimentacdo ndo conservam apenas a qualidade do alimento, mas também
reduzem o risco de desenvolvimento de patologias (PIMENTEL et al., 2005).

Compostos fendlicos como flavonoides, os quais estdo presentes nas frutas e vegetais
podem auxiliar na prevengdo de danos oxidativos agindo como antioxidantes, capturando
radicais livres, inibindo ou ativando enzimas, ou ainda, através da quelacdo de metais de
transicdo (Y1 et al., 2005).

Antocianinas constituem um grupo de pigmentos sollveis em agua responsavel pela
maioria das cores vermelha, laranja e azul de flores, frutas e vegetais. Com a mesma origem
biossintética dos outros flavonoides naturais, as antocianinas estdo estruturalmente
caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo 15 atomos de carbono na forma Cg-Cs-Cs,
porém ao contrario dos outros flavonoides, as antocianinas absorvem fortemente na regido
visivel do espectro, conferindo uma infinidade de cores, dependendo do meio de ocorréncia.
As antocianinas mais comumente encontradas em frutas sdo derivadas principalmente de seis
antocianidinas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina
(BROUILLARD, 1983; TIMBERLAKE; BRIDLE, 1975).

A antocianidina, isto é, a antocianina sem a molécula de acUcar (Figura 3), é
conhecida pelo nome de aglicona ou cation flavilio. A deficiéncia eletronica do cation flavilio
faz com que as antocianidinas sejam muito reativas e ndo existam naturalmente, estando
sempre esterificadas com uma ou mais moléculas de acucar que lhes conferem estabilidade,
sendo este complexo o0 que recebe 0 nome de antocianina. Assim, uma antocianina é formada
por uma aglicona (antocianidina) esterificada por uma ou mais moléculas de agucar. Estas sao

as formas que existem na natureza (FURTADO et al., 1993)
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Figura 3: Estrutura quimica e ocorréncia das principais antocianidinas
Fonte: JACKSON (1994); BOBBIO & BOBBIO (1995)

Seus efeitos benéficos em relacdo a nutricdo e salde estdo relacionados as suas
propriedades antioxidantes, pois séo carreadores diretos de radicais livres e desta forma
desempenham um papel importante na prevencao de doencas. Antocianinas de varias plantas,
dentre elas a jabuticaba, tém sido testadas, uma vez que podem ser ativas na reducdo do
estresse oxidativo e na prevencdo de algumas doencas inflamatdrias, cardiovasculares, na
prevencdo de cancer e da sua progressdo (BRITO et al., 2007; DAI et al., 2009; LEITE-
LEGATTI etal., 2012; VOLP et al., 2008).
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3.5. Jabuticaba Plinia trunciflora (O Berg) Kausel

A jabuticabeira é uma arvore frutifera pertencente a familia Myrtaceae, de ocorréncia
espontanea em grande parte do Brasil. Seus frutos sdo tipo baga globosa de até 3 cm de
diametro, com casca avermelhada quase preta, polpa esbranquicada mucilaginosa, agridoce,
muito saborosa, apresenta comumente uma Unica semente, mas podendo apresentar até 4
sementes (GOMES, 1983).

Segundo Mattos (1978), existem nove espécies de jabuticabeiras sendo que dentre elas
destacam-se a Plinia trunciflora (DC) Berg, ou jabuticabeira de cabinho, de ocorréncia
natural na regido Sudoeste do Parand, a Plinia cauliflora que é a jabuticaba paulista e a Plinia
jaboticaba (Vell.) ou jabuticaba sabara, que produz frutos apropriados para a industria e para
0 consumo in natura (DONADIO, 1983; MATTOS, 1983).

Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel é sinonimia de outras espécies como a Myrciaria
trunciflora (O. Berg), a Eugenia cauliflora (O. Berg) e a Myrciaria Peruviana (Poir.)
(ANGELY, 1970; ZULOAGA, 2008).

A Mpyrciaria cauliflora Berg citada por Lorenzi (1992) com varios nomes comuns é
ocorrente de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, nas matas pluviais atlanticas e nas submatas
de altitude.

As vegetacOes da jabuticabeira podem ocorrer em varias épocas do ano, mas as de fim
de inverno e inicio de primavera sdo as mais intensas, com producdo de folhas novas na
periferia da copa, o que Ihe d& um tom de cor diferente, do verde claro ao arroxeado. Elas
antecedem a principal época de floracdo, que ocorre nos troncos e ramos, apos a ruptura da
casca. O fruto amadurece em cerca de trés semanas apds o florescimento e até cinco colheitas
podem ser feitas por ano, em condi¢es ideais de clima e cultivo (DUARTE, 1995).

Diferentes espécies de jabuticaba tém sido utilizadas no tratamento de varias doencas,
Sua casca é caracterizada em tratamentos populares de asma, diarreia e inflamacéo crénica das
amigdalas, Santos e Meireles (2009). Estudos demonstram que o fruto da jabuticabeira tem
elevados teores de taninos, vitamina C e conteudo de flavonodides, especialmente em sua
casca, 0 que indica um grande potencial antioxidante e, assim, um possivel papel na
prevencdo de muitas doencas relacionadas ao estresse oxidativo (GIACOMETTI; LLERAS,
1994).

De acordo com Terci (2004) a jabuticaba apresenta entre 310 e 315 mg de
antocianinas por 100 g da fruta, valor considerado alto quando comparado com outras frutas,
como a amora (de 261 a 292 mg/100g) e uva (227 a 235mg/100g).


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=298186-2&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3Deugenia%2Bcauliflora%26output_format%3Dnormal
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Em estudos de compostos antioxidantes e anti - cancer presentes em frutas topicais, 0
extrato metandlico de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) apresentou forte atividade
antioxidante no ensaio DPPH (ICsp = 35ug/mL). Realizou-se também o isolamento de um
novo depsideo da jabuticaba, a jaboticabina. Depsideos sdo compostos fenolicos que contém
duas ou mais unidades aromaticas unidas por uma ligagéo éster, muito comuns em liquens, até
entdo ndo encontrados em Myrtaceae. Em geral, depsideos apresentam atividade antibiotica,
antiproliferativa e anti-inflamatoria (REYNTERSON et al., 2006; REYNTERSON et al.,
2008).

Embora ja descrita a atividade bioldgica de algumas espécies de jabuticaba, a Plinia
trunciflora ainda é pouco estudada.
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CAPITULO Il - POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO DE DIFERENTES
EXTRATOS DE Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel

1. INTRODUCAO

Antioxidantes naturais, particularmente em frutas tem ganhado um interesse crescente
por parte dos consumidores e da comunidade cientifica, pois muitos estudos revelam que o
consumo frequente de antioxidantes naturais esti associado a um menor risco de doengas
cardiovasculares e cancer (RENAUD et al., 1998; TEMPLE, 2000). Os efeitos de defesa de
antioxidantes naturais em frutas e vegetais estdo relacionadas a trés grandes grupos:
vitaminas, compostos fenolicos e carotendides. O acido ascorbico e compostos fendlicos séo
conhecidos como antioxidantes hidrofilicos, enquanto que os carotendides sdo conhecidos
como antioxidantes lipofilicos (HALLIWELL, 1996).

Entre os inumeros compostos fenolicos conhecidos, as antocianinas destacam-se por
apresentar uma potente atividade antioxidante. Antocianinas de varios extratos de plantas,
dentre elas a jabuticaba, tém sido testadas, uma vez que podem ser ativas na reducdo do
estresse oxidativo e na prevencéo de algumas doencas (BRITO et al., 2007; DAI et al., 2009;
LEITE-LEGATTI et al., 2012; EINBOND et al., 2004; REYNERTSON et al., 2005;
REYNERTSON et al., 2008; TERCI, 2004).

A jabuticabeira é uma arvore frutifera pertencente a familia Myrtaceae, de ocorréncia
espontanea em grande parte do Brasil. Seus frutos sdo tipo baga globosa de até 3 cm de
diametro, com casca avermelhada quase preta, polpa esbranquicada, agridoce, muito saborosa
(GOMES, 1983).

Destacam-se varias espécies, sendo as mais importantes a Myrciaria cauliflora (Mart.)
O. Berg, Myrtus cauliflora Mart., Eugenia cauliflora DC., Myrciaria jaboticaba (Vell.) O.
Berg, Myrciaria tenella (DC.) O. Berg, Myrciaria trunciflora O. Berg, Plinia cauliflora
(Mart.) Kausel e Plinia trunciflora (O.Berg) Kausel (Lorenzi, 1992). A espécie Plinia
trunciflora (O. Berg) Kausel é sinonimia de outras espécies como a Myrciaria trunciflora (O.
Berg), a Eugenia cauliflora (O. Berg) e a Myrciaria Peruviana (Poir.) (ANGELY, 1970;
ZULOAGA et al., 2008).

E conhecida como uma das mais ricas fontes brasileiras de antocianinas. Comumente
encontradas nos mercados brasileiros, sua popularidade tem sido comparada ao de uvas nos
Estados Unidos (REYNERTSON et al., 2008).


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=298186-2&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3Deugenia%2Bcauliflora%26output_format%3Dnormal
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Leitte-Legatti et al. (2012) em um estudo da atividade antioxidante da jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba), demonstraram que a casca liofilizada, rica em fibras e antocianinas
(delfinidina e cianidina 3-glicosideo) apresentou alta atividade antioxidante. O extrato polar
de jabuticaba mostrou efeitos anti-proliferativos contra linhagem de células leucémicas (K-
562) e o extrato ndo polar foi ativo contra linhagem de células de cancer de prostata (PC-3). O
teste de micronudcleos em camundongos mostrou que o extrato polar ndo induziu danos ao
DNA e ndo causou efeitos mutagénicos.

Embora ja descrita a atividade bioldgica de algumas espécies de jabuticaba, a Plinia
trunciflora ainda é pouco estudada. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo determinar
o contetido de polifendis totais, quantificar e identificar as antocianinas e avaliar o potencial

antioxidante in vitro de diferentes extratos de Plinia trunciflora.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta dos frutos e elaboracéo dos extratos

Os frutos de Plinia trunciflora foram coletados em setembro de 2012 na Linha Barra
Grande, no municipio de Alpestre, Rio Grande do Sul (27°10'56.82"S e 53° 7'19.55"0,
altitude de 224 m), as margens do Rio Uruguai. A exsicata da planta encontra-se no herbario
da Universidade Comunitaria da Regido de Chapecd e tem como numero de registro de
depdsito 3302. A identificacdo da espécie foi realizada pelo botanico Marcos Sobral.

Os extratos etanolico 99% e hidroalcodlico 70% foram elaborados com as cascas dos
frutos da jabuticaba, de acordo com a metodologia descrita por Veggi et al. (2011), com
modificacdes. As cascas da jabuticaba foram previamente submetidas ao processo de secagem
em estufa a 40°C. Logo apds, foram transferidas para recipientes de vidro, onde foi
adicionado alcool etilico absoluto P.A (Dindmica) e agua destilada na proporcéo de 70% de
alcool e 30% de agua. Ja para o extrato etandlico 99% utilizou-se somente alcool etilico
absoluto P.A (Dinamica). A mistura permaneceu ao abrigo da luz por 72 horas. O solvente foi
evaporado e o extrato liofilizado para a realiza¢éo dos ensaios in vitro.

O extrato aquoso foi obtido de acordo com Kuskoski et al. (2005) com modificacdes,
onde 100 gramas do fruto inteiro foi triturado em liquidificador com 200 mL de solugéo

aquosa acidificada com acido cloridrico (pH 1,5). A mistura permaneceu refrigerada a 4°C
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durante 12 horas ao abrigo da luz. Em seguida, foi centrifugada e o sobrenadante submetido a
liofilizag&o.

2.2. Determinacdo dos polifendis totais nos extratos de jabuticaba

O conteudo fenodlico total dos extratos foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau, conforme metodologia proposta por Shahidi e Naczk (1995), com modificacdes.
A 1 mL do extrato, adicionou-se 7,5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau, nesta ordem. A solucéo foi agitada durante 20 segundos, permanecendo 3 minutos
em repouso. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solucdo saturada de carbonato de sédio. A
solucdo foi deixada 1 hora em repouso no escuro. A solucdo branco foi preparada nas mesmas
condi¢des do extrato, substituindo-se o volume de extrato de jabuticaba pelo volume dos
solventes contidos no extrato. As leituras espectrofotométricas da amostra e do branco foram
realizadas a 765 nm em espectrofotdmetro Scinco SUV- 2120. A quantificagdo de polifenois
totais realizou-se com base na curva-padréo de acido galico P. A., preparada com soluc¢des do
padrdo variando entre 25 e 500 mg/L. O conteudo fendlico total foi expresso em mg de

equivalente de acido galico (EAG) por 100 g de extrato.

2.3. Anélise do teor de antocianinas monoméricas nos extratos de jabuticaba

A determinacdo total de antocianinas foi realizada pelo método do pH diferencial, no
qual utilizou-se dois sistemas tampéo: acido cloridrico/cloreto de potéssio de pH 1,0 (0,025
M) e &cido acético/acetato de sodio de pH 4,5 (0,4 M). Com 0,2 mL de uma amostra diluida
(para conseguir uma absorbancia na faixa de 0,100-1,200 a 520 nm) adicionou-se 1,8 mL da
correspondente dissolugdo tampdo e mediu-se a absorbancia frente a um branco a 520 nm e
700 nm (GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

Calculou-se a absorbancia final a partir de:

A = (A max.vis — A 520nm) pH 1,0 — (A max.vis — A 700nm) pH 4,5,
onde:
A - Absorbancia final da amostra diluida.
O célculo da concentracdo das antocianinas monomericas totais foi obtido através da seguinte

equacéo:
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Pigmento de antocianina monomérica (mg/100g): (A x MMx FDx100)/ (g x 1),

onde:

* A - Absorbancia final da amostra diluida;

* MM - Massa molecular da antocianina majoritaria (cianidina 3-glucosideo) no solvente
especifico;

* FD - fator de diluicéo (30);

« € - absorvitividade molar para o pigmento majoritario da amostra no solvente especifico (e

cianidina 3-glucosideo = 26900 mol.L™).

2.4.  Quantificacdo e identificacdo das antocianinas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com arranjo de diodo (CLAE)

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico. Acetonitrila e 0 acido formico
(Merck Darmstadt, Alemanha). Cianidina, cianidina 3-0-glicosideo, malvidina, malvidina 3-0-
glicosideo, delfinidina 3-0-glicosideo foram adquiridos da ChromaDex. A Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada com um cromatografo Shimadzu (SIL-20A) do
sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com bombas de émbolo LC-20AT
Shimadzu, ligado a um DGU 20A desgaseificador com um CBM 20A software 1,22 SP1
integrador, SPD-M20A detector por arranjo de diodos e solucao LC.

As analises cromatograficas de fase reversa foram realizadas sob as condicGes de
gradiente, utilizando coluna C18 (4,6 mm x 150 mm) carregada com particulas de diametro de
5 um. A fase movel foi dgua contendo 1% de éacido formico (A) e acetonitrila (B), e 0
gradiente de composicédo foi: 13% de B por 10 min, alterados para se obter 20%, 30%, 50%,
60%, 70%, 20% e 10% de B a 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 minutos, respectivamente, de acordo
com metodologia descrita por Kamdem et al. (2013), com ligeiras modificagoes.

Os extratos de jabuticaba (extrato etanolico 99%, hidroalcodlico 70%, e o extrato
aquoso) foram filtrados através de filtro de membrana de 0,45 (Millipore) e, em seguida,
foram desgaseificados por banho ultra-sénico antes do uso. Os extratos foram analisados a
uma concentracao de 20 mg/mL.

A taxa de fluxo foi de 0,5 mL/min, volume de injeccdo de 20 ul e 0 comprimento de
onda foi de 520 nm. As solucdes dos padrbes de antocianinas foram preparadas em fase
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moével de CLAE numa gama de concentragdes de 0,030-0,250 mg/mL. Os picos
cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu tempo de retencdo com 0s picos
dos padrdes e pelos espectros de arranjo de diodo (300 a 700 nm). Todas as operacdes de
cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base
no desvio-padrdo das respostas e da inclinagdo por meio de trés curvas analiticas
independentes. LOD e LOQ foram calculados como 3,3 e 10 6 / S, respectivamente, onde o é

0 desvio padrao da resposta e S € o declive da curva de calibracdo (BOLIGON et al., 2013).

2.5. Avaliacdo do potencial antioxidante in vitro dos extratos de jabuticaba

A estratégia experimental para se verificar a atividade antioxidante in vitro dos
extratos de jabuticaba foi realizada através de ensaios que avaliam o percentual de captura do
radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl) e ABTS (&cido 2,2'-azinobis-(3-etil-

benzotiazolino-6-sulfénico)) conforme metodologias apresentadas a seguir:

2.5.1. Monitoramento da atividade sequestrante do radical DPPH

O radical DPPH ¢é considerado um radical estavel e tem sua absor¢do maxima em 517
nm. Quando este composto recebe um elétron ou um radical hidrogénio para se tornar um
composto mais estavel, sua absorcdo diminui. A técnica foi realizada de acordo com Brand -
Williams et al. (1995), com algumas modificacGes e constitui-se da incubacéo dos extratos de
jabuticaba (concentracGes de 10, 20, 40, 80, 160 e 320 pug/mL) por 24 horas a 25° C, em uma
solucdo metandlica de DPPH na concentracdo de 0,06 mM com posterior leitura da
absorbancia em 517 nm. O percentual de inibicdo do radical DPPH foi calculado, convertendo

em porcentagem de atividade antioxidante (AA) usando a seguinte formula:
AA % =100 — {[(Abs. amostra — Abs. branco) x 100] / Abs. controle}
Apos, o valor do EC50, definido como a quantidade do antioxidante necessaria para

reduzir em 50% a concentragéo inicial do radical livre DPPH, em um determinado intervalo

de tempo, foi determinada por regressdo linear através da curva da concentra¢do dos extratos
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vs. atividade antioxidante (%). A atividade antioxidante de cada extrato foi expressa pelo
EC50.

2.5.2. Monitoramento da atividade sequestrante do radical ABTS ™

O radical ABTS foi obtido pela reacdo de ABTS (7 mM, concentracdo final) com
persulfato de potassio (2,45 mM) incubados a temperatura ambiente durante 16 horas
(mantido no escuro). A técnica constitui-se da incubacdo dos extratos de jabuticaba
(concentragOes de 10, 20, 40, 80, 160 e 320 pug/mL) por 7 minutos a 25° C, em uma solucéo
etandlica de 80% de ABTS na concentracdo de 7 mM com posterior leitura da absorbancia em
754 nm (RE et al., 1999).

O percentual de inibicdo do radical pelos extratos foi calculado da seguinte maneira:
AA % =100 — {[(Abs. amostra — Abs. branco) x 100] / Abs. controle}

A atividade antioxidante dos extratos de jabuticaba nos métodos DPPH e ABTS foi
comparada com o padrdo acido ascorbico nas mesmas concentracdes (10, 20, 40, 80, 160 e
320 ug/mL) dos extratos estudados.

2.6.  Analises estatisticas
Para as analises estatisticas foi utilizado o software Statistica 6.0. Diferencas
significativas entre as variaveis analisadas foram calculadas atraves da anélise de variancia
(ANOVA), com aplicacdo do teste de Tukey, admitindo um nivel de significancia de
p<0,05.



26

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Polifendis totais e antocianinas monomericas quantificadas por espectrofotometria

Os extratos de Plinia trunciflora apresentaram diferentes teores de polifendis totais,
expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) por 100 g de extrato seco e
antocianinas monomericas, conforme os métodos de extragdo empregados, como mostra a

Tabela 1.

Tabela 1: Polifendis totais e antocianinas nos diferentes extratos de jabuticaba
(Plinia trunciflora)

Polifendis totais Antocianinas
(mg EAG/100g) monomeéricas
(mg/100g)

Extrato aquoso 19071 67+33,29° 175,34111,81*

Extrato 2095,83+18,00" 449 87+12,75%

etandlico 99%

Extrato 2680,83+14.22° 570,05+1,35"
hidroalcodlico

70%

Médias com letras diferentes apresentam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).

Meédias com simbolos diferentes apresentam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).

Verifica-se na Tabela 1 que, a maior eficiéncia na extracdo de polifendis e
antocianinas monomeéricas foi obtida utilizando como solvente extrator uma mistura de 70%
de etanol e 30% de &gua. Foi possivel observar diferengas significativas (p<0,05) nas

quantidades de polifendis totais e antocianinas, para os trés extratos avaliados.
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O extrato hidroalcotlico 70% apresentou a maior quantidade de polifendis totais e
antocianinas monomeéricas, seguido pelo extrato etandlico 99% e pelo extrato aquoso.

Uma provavel explicacdo para o fato de o extrato aquoso acidificado ter extraido uma
quantidade significativamente menor de polifendis totais e consequentemente antocianinas
seria que para esse extrato foi utilizado o fruto inteiro, enquanto que para os demais
utilizou-se somente a casca da jabuticaba.

Resultados semelhantes ao presente trabalho sdo mostrados por Silva (2011) em seu
estudo de otimizacdo de extracdo de antocianinas e polifendis totais de Myrciaria
jaboticaba com solugdes orgénicas usando a metodologia de superficie de respostas, onde
obteve-se maior eficiéncia na extracéo utilizando metanol 70%, seguido pelo etanol 70%.

O elevado conteddo de compostos fendlicos obtidos nos diferentes extratos de
jabuticaba (Plinia trunciflora), principalmente no extrato hidroalcoolico 70% (2680,83 +
14,22 mg EAG/100g) tem sido observados na casca e no fruto inteiro em outras espécies de
jabuticaba, tais como a Myrciaria cauliflora e a Myrciaria jaboticaba (GUEDES, 2013;
ABE et al., 2012; REYNERTSON et al., 2008; SANTOS; MEIRELES, 2011; SANTOS et
al., 2010; LEITE-LEGATTI et al., 2012). No entanto, ainda sdo escassos estudos dessa
planta nativa do Brasil, principalmente com relacdo a espécie Plinia trunciflora.

A maceragdo com etanol acidificado também tem sido relatada como um método
eficaz na extracdo de pigmentos antocianicos da jabuticaba (LIMA et al., 2011). As
antocianinas sdo moléculas polares, portanto, os solventes mais comuns utilizados nas
extracGes sdo misturas aquosas de etanol, metanol ou acetona (KAHKONEM et al, 2001;
DAl et al., 2009).

Para as antocianinas monomeéricas presentes na casca da jabuticaba quantificadas por
espectrofotometria, foram obtidos teores na faixa de 175,34 + 11,81mg/100g para o0 extrato
aquoso até 570,05 + 1,35mg/100g para o extrato hidroalcoolico 70%.

Valores proximos, porém inferiores ao extrato hidroalcodlico 70% de Plinia
trunciflora, foram obtidos por Teixeira et al. (2008) que determinou um teor de 492,74
mg/100g para a casca da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) e Kuskoski (2006) obtiveram
valores médios que variaram de 111,2 mg/100g a 420,09 mg/100 g. Ja, Santos et al. (2010)
demonstraram valores de antocianinas na jabuticaba variando de 367 a 616 mg/100g de peso
fresco. Esta variacdo pode ser explicada devido a diferencas nas variedades, clima, grau de
maturacdo e método de extragéo.

Os teores de antocianinas obtidas na jabuticaba sdo comparaveis com outras fontes

antocianicas, tais como o mirtilo (25-497 mg/100g), uva (30-375 mg/100g), amora 670
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mg/100g e o acai, fruta tipica brasileira (263 mg/100g) (LAURO; FRANCIS, 2000;
HENDRY; HOUGHTON, 1996; DELGADO-VARGAS; PAREDEZ-LOPEZ, 2003). Sendo
gue na casca, principalmente para a jabuticaba encontram-se 0s maiores teores de
antocianinas (ABE et al., 2012; LEITE-LEGATTI et al., 2012).

3.2.  Quantificacdo e identificacdo das antocianinas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com arranjo de diodo (CLAE)

Os extratos de jabuticaba (Plinia trunciflora) foram submetidos a analise
cromatografica (CLAE) com arranjo de diodo para a identificacdo e quantificacdo das
antocianinas. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 1 e revelam a presenca da
cianidina (tempo de retencdo - tr = 6,41 min; pico 1), malvidina (tg = 9,73 min; pico 2),
delfinidina 3-0-glicosideo (tgr = 11,94 min; pico 3), cianidina 3-0-glicosideo (tgr = 15,08; pico
4) e malvidina 3-0-glicosideo (tr = 20,57 min; pico 5).

As curvas de calibracdo foram as seguintes: para a cianidina: Y = 13054x + 1245,8 (r
= 0,9997); cianidina 3-0-glicosideo: Y = 12695x + 1184,3 (r = 0,9999), malvidina: Y =
12749x + 1267,9 (r = 0,9996); malvidina 3-0-glicosideo: Y = 13158x + 1305,2 (r = 0,9995) e
delfinidina 3-0-glicosideo: Y = 12539x + 1183.1 (r = 0,9997).
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Figura 1: Perfil cromatografico dos padrdes de antocianinas e dos extratos de Plinia trunciflora.
Cianidina (pico 1), malvidina (pico 2), delfinidina 3-0-glicosideo (pico 3), cianidina 3-0-

glicosideo (pico 4) e malvidina 3-0-glicosideo (pico 5).
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A Tabela 2 apresenta a quantificagdo de cada antocianina identificada nos diferentes
extratos analisados.

Tabela 2: Quantificacdo por CLAE das antocianinas presentes nos diferentes extratos de Plinia

trunciflora
Antocianinas Extrato Extrato Extrato LOD LOQ
mg/g aquoso hidroalcodlico ~etandlico 99%  pg/mL pg/mL
70%

Cianidina  151940,01" 4208+0,01°  1749+003° 0,015 0,049

Malvidina 34540022  2576+002°  684+001° 0028 0,093
Delfinidina 3-

O-glicosideo  5407+003" 1347+ 0,01b 2,11+0,02° 0,009 0,031
Cianidina 3-0-

glicosideo  57564003"  2601+001°  1593+002° 0,021 0,069
Malvidina 3-

O-glicosideo  1705+002%  1426+003° 1174:001° 0017 0,058

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes

diferem pelo teste de Tukey a p <0,01. LOD: limite de detec¢do e LOQ: limite de quantificag&o.

Este estudo demonstrou pela primeira vez, a identificagdo e quantificagdo de antocianinas

presentes na espécie de jabuticaba Plinia trunciflora.

Pela Tabela 2 observa-se que, o extrato hidroalcodlico 70% de P. trunciflora
apresentou a maior quantidade das antocianinas cianidina (42,08 + 0,01 mg.g™*) com 34,35 %
e cianidina 3- glicosideo (26,91 + 0,01 mg.g™) com 21,97 % do total das antocianinas
guantificadas. Para o extrato aquoso, a cianidina 3-0-glicosideo e a delfinidina 3-0-glicosideo
foram os componentes majoritarios, apresentando 27,56 + 0,03 mg.g™ e 24,07 + 0,03 mg.g™,
respectivamente. O extrato aquoso extraiu as antocianinas glicosiladas, ou seja, as
antocianinas mais polares. No extrato etanolico 99%, as antocianinas presentes em maior
quantidade também foram a cianidina (17,49 + 0,03 mg.g™) e a cianidina 3-0-glicosideo
(15,93 + 0,02 mg.g™*), como no extrato hidroalcodlico 70%, porém em menor quantidade.

A anélise cromatogréfica por CLAE das antocianinas do extrato etanolico acidificado
(95% de etanol: 1,5 N de HCI, 85: 15) da casca da Myrciaria jaboticaba revelou a presenca



31

das antocianinas: cianidina 3-0-glicosideo (19,63 + 0,527 mg.g™) e delfinidina 3-0-glicosideo
(6,34 + 0,018 mg.g™) como componentes principais LEITE-LEGATTI et al. (2012), sendo no
entanto, esses valores inferiores ao conteudo de antocianinas encontrado no extrato
hidroalcoolico 70% de Plinia trunciflora.

Reynertson et al. (2006) identificaram a cianidina 3-0-glicosideo e a peonidina 3-0-
glicosideo nos frutos da Myrciaria jaboticaba.

Em extratos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e na falsa jabuticaba (Myrciaria
vexator) a cianidina 3-0-glicosideo foi identificada como a antocianina majoritaria. No
entanto, a delfinidina 3-0-glicosideo foi detectada apenas no extrato da jabuticaba, enquanto
que a cianidina-3-0-galactosideo e cianidina-3-0-arabinose pOde ser detectada apenas no
extrato da falsa jabuticaba. A quantidade de delfinidina 3-0-glicosideo no extrato metandlico
(70%) de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foi de 0,736 + 0,064 mg.g™ e 2,98 + 0,173 mg.g*
de cianidina 3-0-glicosideo. Nao foi detectada a presenca da delfinidina 3-0-galactosideo e da
malvidina 3-0-glicosideo (WU et al., 2012; WU et al., 2013).

Antocianinas como a cianidina e a delfinidina 3-0-glicosideo também ja foram
descritas no fruto e na casca da Myrciaria cauliflora e Myrciaria jaboticaba (ABE et al.,
2012; LIMA et al., 2011; SANTOS et al., 2010), podendo ser estas, juntamente com a
cianidina 3-0-glicosideo as principais antocianinas presentes nas diferentes espécies de
jabuticaba, dentre elas, a Plinia trunciflora, como demonstrado no presente estudo.

3.3. Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos diferentes extratos de jabuticaba (Plinia trunciflora) foi
avaliada através da captura dos radicais sintéticos DPPH e ABTS.

As Figuras 2 e 3 apresentam o percentual de atividade antioxidante medida através da
captura dos radicais sintéticos DPPH e ABTS, respectivamente. Como padrdo de antioxidante

foi utilizado o 4cido ascoérbico.
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Figura 2: Percentual de atividade antioxidante dos diferentes extratos de Plinia trunciflora
(concentragdo 320 pg/mL) medido através do método de captura do radical DPPH. Médias seguidas
da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). Os valores representam
a média * o desvio padréo.
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Figura 3: Percentual de atividade antioxidante dos diferentes extratos de Plinia trunciflora
(concentragdo 320 pg/mL) medido através do método de captura do radical ABTS. Médias seguidas

da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Os valores representam
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Na Figura 2, observa-se que 0s maiores percentuais de atividade antioxidante medidos
através do radical DPPH foram apresentados pelo extrato hidroalcodlico70% (95,20 + 0,21
%), seguido pelo extrato etanolico 99% (93,10 + 0,43 %) e pelo extrato aquoso (92,30 = 0,78
%), embora ndo houve diferenca significativa entre os dois Gltimos pelo teste de Tukey
(p<0,05). Todos os extratos apresentaram maior atividade antioxidante quando comparado
com o &cido ascérbico (82,56 + 0,48 %).

Os resultados de atividade antioxidante avaliada através da captura do radical DPPH
sdo comparaveis com o perfil dos valores obtidos através do radical ABTS (Figura 3), com 0
extrato hidroalcodlico70% apresentando a maior atividade antioxidante, tendo um decréscimo
(90,37 £ 0,42 %) em relacdo ao DPPH, seguido pelos extratos etandlico 99% (86,53 + 1,64
%) e aquoso (73,35 + 1,31 %), havendo nesse caso, diferenca significativa entre todos os
extratos avaliados. A atividade sequestrante do radical ABTS apresentada pelos extratos de P.
trunciflora também foi maior do que a do acido ascdrbico (76,82 £ 0,21 %).

Semelhante aos nossos resultados, o extrato alcoodlico da semente da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) apresentou um percentual de atividade antioxidante através da captura
do radical DPPH de 93,98 + 0,01% e 94,83 + 0,01% para o extrato aquoso, 0s quais foram
superiores ao antioxidante sintético BHT (CARVALHO e ASQUIERI, 2012).

Uma forma usual de expressar 0s valores de atividade antioxidante do ensaio DPPH é
calcular a quantidade de antioxidante capaz de sequestrar metade do radical livre presente na
solucdo. Esse indice denomina-se ECso. Quanto menor o valor de ECsy apresentado pelo
extrato, maior serd sua atividade antioxidante.

A Tabela 3 apresenta 0 ECs, dos extratos de Plinia trunciflora para capturar os
radicais DPPH e ABTS.
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Tabela 3: ECsg dos diferentes extratos de Plinia trunciflora

Extrato hidroalcoolico Extrato Acido ascorbico
70% (ug.mL™) etanélico 99% (hg.mL™)
(ug.mL™)
ECs, DPPH 24,79+ 0,01 93,03+ 0,01 180,25 + 0,097
(R2=0,914) (R2=0,731) (R2=0,670)
ECso ABTS 53,67 + 0,02 157,60 + 1,080 185,44 + 0,007
(R2=0,871) (R2=0,689) (R2=0,572)

Como esperado, o extrato hidroalcodlico70% apresentou a menor ECsp, OU Seja, a
maior atividade antioxidante, tanto pela remocéao do radical DPPH quanto do radical ABTS,
confirmado anteriormente pela Figura 2. Em seguida est4 o extrato etandlico 99% e o extrato
aquoso. O &cido ascdrbico apresentou os maiores valores de ECsy para ambos os radicais.

Para a casca liofilizada da Myrciaria jaboticaba, foi obtido um ECs, de 45,38 mg.mL"
! através do teste DPPH, j& para o extrato metandlico de Myrciaria cauliflora o ECs foi de
35 mg.mL* (REYNERTSON, 2007; LEITE-LEGATTI et al., 2012), resultados que
corroboram com os obtidos no presente trabalho, ganhando destaque o potencial antioxidante
do extrato hidroalcodlico 70% da Plinia trunciflora.

Verificou-se que quanto maior o conteudo de polifendis totais dos extratos de Plinia
trunciflora, maior foi a capacidade antioxidante dos extratos, tanto pela medida da captura do
radical DPPH quanto do radical ABTS.
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4. CONCLUSAO

Através das analises realizadas nos diferentes extratos da jabuticaba (Plinia
trunciflora) foi possivel constatar elevada atividade antioxidante, com destaque para 0 extrato
hidroalco6lico70%. Pode-se dizer ainda que, essa atividade antioxidante pode estar
relacionada com o teor de compostos fendlicos, assim como a presenca das antocianinas que
foram quantificadas nos extratos, dentre elas a cianidina e a cianidina 3-0-glicosideo,

presentes em grande quantidade.
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CAPITULO Il - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel NA PREVENCAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM Rhamdia quelen

1. INTRODUCAO

Os fatores estressantes, tais como a forma de confinamento, baixos niveis de oxigénio
dissolvido na agua, captura ou mudancas no ambiente fisico tem sido a principal causa das
perdas de lucros na piscicultura, pois afetam o metabolismo e, consequentemente, o
crescimento dos peixes (OBA et al., 2009).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocgdo desses (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004).

O termo estresse tem sido utilizado para caracterizar um estado de ameaca a
homeostase causada por um estimulo estressante, podendo causar distdrbios fisioldgicos,
bioquimicos ou morfolégicos. O estresse é caracterizado também como uma resposta
comportamental geral na qual h& reacbes motoras e neurovegetativas mediadas pelo sistema
neuro-endocrino (PICKERING, 1981; WENDELAAR BONGA, 1997).

Um peixe que vem se destacando e sua producdo crescendo € o nativo jundia
(Rhamdia quelen), com condi¢cdes de atender a um mercado exigente pelas excelentes
qualidades apresentadas (6timo sabor, baixo nivel de gordura, altos indices de dmega 3, carne
branca e sem espinhas no filé) ja desponta como altamente promissor em termos de retorno
para o produtor (EPAGRI/CEDAP, 2013).

O jundié é um peixe nativo de 4gua doce e sua distribuicdo compreende desde o centro
da Argentina até o sul do Mexico. A espécie se caracteriza por apresentar um bom
desempenho de crescimento e boa fecundidade em cria¢Ges intensivas, além disso, adapta-se
facilmente ao manejo reprodutivo (SANTOS, 2002).

Com a intensificacdo dos sistemas de cultivo, 0s peixes sdo expostos a condi¢Oes de
estresse, podendo ocasionar doengas e problemas relacionados a deterioracdo ambiental. O
ambiente aquatico é extremamente dindmico e 0s animais que vivem nesse ambiente

enfrentam alteracbes ambientais dificilmente enfrentadas pelos animais terrestres como
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mudancas rapidas ou extremas na concentracdo de O, dissolvido, pH e salinidade, o que pode
ocasionar estresse e reduzir a habilidade em manter a homeostase (BALCAZAR et al., 2006).

A utilizacdo de agentes antioxidantes naturais pode permitir que 0s animais superem
de maneira saudavel e sem danos, as condi¢Ges adversas a que estdo frequentemente sujeitos,
resistindo as praticas de manejo. Evidencia-se ainda o potencial dos extratos vegetais, pois
podem contribuir para uma aquicultura sustentavel, através do controle de doencas com
produtos biodegradaveis, diminuindo consequentemente o uso de produtos quimicos
prejudiciais ao homem e ao meio ambiente (GALINA et al., 2009; MONTEIRO et al., 2007).

Nesse contexto, destaca-se a jabuticaba, uma planta nativa, objeto de vérios estudos,
que tem demonstrado elevada atividade antioxidante de espécies como a Myrciaria cauliflora
e Myrciaria jaboticaba. Esse efeito biologico deve-se principalmente a presenca de
guantidades significativas de antocianinas. Antocianinas da jabuticaba vém sendo testadas,
uma vez que podem ser ativas na reducdo do estresse oxidativo e na prevencdo de algumas
doengas inflamatorias, cardiovasculares, na prevencdo de cancer e da sua progressao (BRITO
etal., 2007; DAl et al., 2009; LEITE-LEGATTI et al., 2012; VOLP et al., 2008).

Embora descritas atividades bioldgicas de algumas espécies de jabuticaba, a espécie
Plinia trunciflora tém sido pouco estudada. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da casca dos frutos de Plinia trunciflora sobre
parametros de estresse oxidativo em juvenis de jundia (Rhamdia quelen) submetidos a um

modelo de estresse por perseguicdo com rede.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais
Foram utilizados juvenis de Rhamdia quelen com idade aproximada de 90 dias, peso
médio de 6,12 + 0,86 g e 7,15 + 1,22 cm de comprimento, oriundos de uma estacdo de

piscicultura do municipio de Ajuricaba (RS). O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Unochapecé (#002/2012).



41

2.2. Delineamento experimental

Foram utilizados 8 peixes em cada grupo (n=8). Os animais foram aclimatados em
aquarios de 15 L, contendo 4 g/L de NaCl. O NaCl foi adicionado aos aquarios com o
propésito de evitar o surgimento do ictio (Ichthyophtirius multifiliis), um parasita que
comumente infecta o jundia, ocasionando lesGes e consequentemente a mortalidade dos
peixes.

A densidade final nos aquarios foi de aproximadamente 3,26 g/L. Essa densidade ndo
é considerada estressante para Rhamdia quelen (BARCELLOS et al., 2001). Os pardmetros
fisico quimicos da &4gua foram controlados e monitorados diariamente: temperatura 22 + 2°C,
pH: 7,57 £ 0,15, oxigénio dissolvido 6,92 + 0,56 mg/L e ambnia 0,83 + 0,15 mg/L. Os
animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 10/14 (claro/escuro) e alimentados duas
vezes ao dia (09:00 e 16:00 hs), durante 15 dias, com racdo comercial (Supra) (3% de ragéo
calculada em funcgdo do peso) contendo 42 % de proteina bruta. Nessa racdo foram adsorvidas
diferentes concentracdes de extrato hidroalcoolico 70% de jabuticaba (Plinia trunciflora).
Optou-se por utilizar o extrato hidroalcéolico de Plinia trunciflora, pois este apresentou maior
contetdo de polifendis totais, antocianinas e consequentemente maior atividade antioxidante

in vitro, como mostrado anteriormente no capitulo I1.

2.3. Bioensaio e tratamentos

Os animais foram divididos em dois grandes grupos experimentais: animais controle e
animais submetidos ao protocolo de estresse. Esses dois grandes grupos foram subdivididos
em grupos de acordo com o tratamento a seguir:
Grupo controle (sem estresse):

- TC: Animais alimentados somente com racdo comercial sem adi¢édo de extrato;

- T1%: Animais alimentados com ragdo comercial contendo 1% de extrato de jabuticaba;

- T 3%: Animais alimentados com ragdo comercial contendo 3% de extrato de jabuticaba;

- T 10%: Animais alimentados com ragdo comercial contendo 10% de extrato de jabuticaba;
Grupo estressado (com estresse):

- TC: Animais alimentados somente com ragdo comercial sem adi¢édo de extrato;

- T 1%: Animais alimentados com ra¢do comercial contendo 1% de extrato de jabuticaba;

- T 3%: Animais alimentados com racdo comercial contendo 3% de extrato de jabuticaba;
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- T 10%: Animais alimentados com ragéo comercial contendo 10% de extrato de jabuticaba;

2.4. Protocolo de estresse

Logo apds esse periodo, o grupo estressado foi submetido ao protocolo de estresse por
perseguicdo com rede durante 8 minutos. O modelo estudado é uma adaptacdo do modelo
utilizado por BARCELLOS et al. (2011). Em seguida, os animais foram eutanasiados com
anestésico MS 222 (tricaina, Sigma—Aldrich) na concentracéo de 0,1 g.L™" . As amostras de
figado foram maceradas em tampdo PBS pH 7,2, centrifugadas a 3600 por 15 minutos e 0s

sobrenadantes submetidos as andlises in vivo.

2.5. Dosagem dos niveis de cortisol

Os niveis de cortisol dos animais foram avaliados de acordo com a metodologia descrita
por Sink et al. (2007) e Barcellos et al. (2009). Logo apds serem submetidos ao protocolo de
estresse, 0s peixes foram capturados e imediatamente congelados a -20°C até o momento da
extracdo do cortisol. Cada jundia foi pesado e triturado. Em seguida 0,5 g de amostra foi
macerada com 3 mL de tampao fosfato salino (PBS-pH 7,4) até a completa homogeneizacao.
Em tubos de ensaio foi adicionada uma aliquota de 1 mL do homogeneizado e 3mL de éter
etilico. Os tubos de ensaio foram colocados em um vasilhame com nitrogénio liquido, onde o
éter etilico contendo cortisol foi decantado. O éter etilico foi transferido para um novo tubo e
completamente evaporado, obtendo-se um extrato de lipidios contendo o cortisol. O extrato
foi armazenado a -20 ° C até a leitura das amostras através do kit ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay- EIAgen™ Cortisol Test; BioChem ImmunoSystems).
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2.6. Dosagem de proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry, utilizando albumina como
padrdo (LOWRY et al., 1951).

2.7.  Avaliacdo da peroxidacao lipidica tecidual (TBARS)

A lipoperoxidacdo foi estimada pelo doseamento das espécies reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS), realizada por uma reagdo com MDA e &cido 2-tiobarbitdrico (TBA),
a qual foi medida opticamente. Foram utilizados 250 puL do sobrenadante do homogenato dos
figado e homogeneizado em TCA 10%, TBA 0,67% e agua ultra pura para um volume final
de 2,0 mL. A mistura foi colocada em tubos de microcentrifuga e incubada durante 60 min a
95 © C. Em seguida, foi adicionado nos tubos 1,5 mL de n-butanol, agitado por 40 s em vértex
e centrifugados a 3600 rpm por 20 minutos. A densidade Optica do sobrenadante foi medida
por espectrofotometria a 535 nm. Os niveis de TBARS foram expressos como nmol MDA /

mg proteina de acordo com Buege e Aust (1978).

2.8.  Avaliacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico

2.8.1. Superdxido dismutase (SOD)

A SOD medida no figado foi baseada na inibicdo da reacdo de radical superdxido com
a adrenalina como descrito por Mishra e Fridovich (1972). Neste método, a SOD presente na
amostra compete com o sistema de detec¢éo para radical superoxido. Uma unidade da enzima
SOD é definida como a quantidade de enzima que inibe a velocidade de oxidacdo da
adrenalina em 50%. SOD é determinada pela medicdo da velocidade de formacdo de
adrenocromo, observada a 480 nm, num meio de reagéo que contém a glicina-NaOH (50 mM,
pH 10,2) e adrenalina (60 mM, pH 1,7).
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2.8.2. Glutationa S — transferase (GST)

A atividade da GST foi medida no figado usando um procedimento descrito por Habig
et al. (1974), que envolveu 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A mistura do
ensaio continha CDNB 30 mM (em etanol), 75 mM de GSH, tampé&o de fosfato de potassio 20
mM (pH 6,5), e 34 uL do tecido homogeneizado. A atividade da enzima foi calculada a partir
das alteracfes na absorbancia a 340 nm usando um coeficiente de extingdo molar de 9,6 mmol
1 cm™. Uma unidade de atividade de GST foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para catalisar a conjugacao de um I mol de CDNB com GSH / minuto a 25° C.

2.8.3. Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada pela velocidade de consumo do H,O, no
primeiro minuto da reacdo, a 240 nm de acordo com Aebi (1984). Foi descontado ainda o
desaparecimento do perdxido de hidrogénio sem a presenca da amostra. O ensaio enzimatico
foi realizado em tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo 30 uL de homogenato
do figado dos animais. Como substrato iniciador utilizou-se 70 pL de H,O, 0,3M. A
absorbancia basal é descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia da amostra.

A catalase foi calculada em k/g de proteina.

2.9. Avaliacdo do sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico

2.9.1. Tidis ndo - proteicos (SHNP)

A determinacdo dos tidis — ndo proteicos foi realizada de acordo com Ellman (1959),
com algumas modifica¢Bes. Inicialmente, uma aliquota de 150 pL do sobrenadante foi
homogeneizada com 150 pL de acido tricloroacético 10%. Em seguida, 100 pL do
homogeneizado era misturado com DTNB 10 mM, tampédo fosfato 0,5 M pH 7- 7,5, 4gua
ultrapura e Tris 1 M. Apbés 10 minutos, a leitura das amostras foi realizada por
espectrofotometria a 412 nm. Os niveis de tidis ndo - protéicos foram expressos em nmol/ mg

de proteina.
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2.10. Andlises estatisticas

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado através de uma analise
multivariada de variancia complementada pelo teste de Tukey, admitindo-se um nivel de
significancia de no minimo p < 0,05. O software utilizado foi o GraphPad InStat 3.00
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Niveis de cortisol

Apo6s quinze dias de tratamento com diferentes concentracfes do extrato de Plinia
trunciflora e apds serem submetidos a um fator de estresse, foram determinados os niveis de

cortisol no organismo dos animais. Os resultados apresentam-se na Figura 1.
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Figura 1: Niveis de cortisol em juvenis de Rhamdia quelen tratados com extrato de Plinia trunciflora.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=8). Letras diferentes representam diferenca
estatistica (p <0,05).

Verifica-se que o protocolo de estresse agudo, o qual os peixes foram submetidos,
mostrou-se eficiente, uma vez que, apresentou niveis de cortisol significativamente maiores

no grupo submetido ao estresse, quando comparado com o grupo controle.
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Avaliando os tratamentos com as diferentes concentragdes de extrato de Plinia
trunciflora, observa-se que ndo houve diferenca (p>0,05) no grupo controle, no entanto, no
grupo estressado, os tratamentos com 1 e 3% de extrato diferiram do tratamento controle
estressado e do tratamento com 10% de extrato, apresentando um decréscimo nos niveis de
cortisol, sendo comparaveis com os tratamentos que nao foram submetidos ao protocolo de
estresse. Deste modo, pode-se dizer que, o extrato de Plinia trunciflora pareceu exercer efeito
sobre os niveis de cortisol em jundia (Rhamdia quelen).

Em juvenis de Rhamdia quelen com aproximadamente 120 dias submetidos a um
protocolo de estresse por perseguicdo com uma caneta, foram observados niveis
significativamente elevados de cortisol, quando comparados com o controle (CERICATO et
al., 2008). Aumentos nos niveis desse horménio ocasionados por um fator de estresse fisico
agudo, como o do presente estudo, também foram observados em zebrafish (Danio rerio). O
protocolo avaliado para a espécie foi o protocolo de estresse agudo de contencdo onde os
animais permaneceram em microtubos de 2 mL com aberturas nas extremidades durante 90
minutos em tanque de 20 L (DAL SANTO et al., 2014).

O potencial dos extratos vegetais tem sido evidenciado na aquicultura, pois sao
alternativas sustentaveis que podem contribuir para o controle de muitas enfermidades.
Possuem varias atividades tais como, promotoras de crescimento, imunoestimulantes,
antimicrobianas entre outras (CITARASU, 2003; DIREKBUSARAKOM, et al., 1996;
GALINA et al., 2009), como também mostrado por Parodi et al. (2014) que utilizou o 6leo
essencial de Aloysia triphylla como anestésico em linhagens cinza e albina de jundia
(Rhamdia quelen). A concentracdo de 50 uL.L™ do 6leo essencial provocou uma diminuicdo
nos niveis de cortisol na linhagem cinza de juvenis de jundia, apos o transporte dos animais.

Os fatores estressantes de natureza quimica, 0s quais 0s peixes estdo frequentemente
expostos, como 0s agroquimicos, por exemplo, tém sido amplamente estudados (CERICATO
et al.,, 2008; HONTELA, 1998; PACHECO; SANTOS, 1996, 2001) demonstrando efeitos
deletérios sobre a resposta do cortisol e um comprometimento da capacidade do animal para
montar uma resposta adequada ao fator de estresse. No presente estudo, a resposta do cortisol
a um fator de estresse fisico foi um aumento significativo nos seus niveis, podendo apresentar
respostas diferentes, dependendo do agente estressor e da intensidade do estresse a que o
peixe for submetido.
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3.2.  Peroxidacao lipidica tecidual (TBARS)

A Figura 2 apresenta os niveis de peroxidacéo lipidica avaliados no figado de juvenis

de Rhamdia quelen tratados com extrato de Plinia trunciflora.
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Figura 2: Niveis de TBARS (nmol MDA. mg™ de proteina) em juvenis de Rhamdia quelen tratados
com extrato de Plinia trunciflora. Os valores sdo expressos como média * desvio padrdo (n=8). Letras

diferentes representam diferenca estatistica (p <0,05).

A geracdo de niveis elevados de TBARS principalmente no figado é uma clara
indicacdo de LPO, uma vez que a intensidade da peroxidacdo lipidica é determinada pela
quantificacdo de um dos seus principais produtos finais, o dialdeido malénico (MDA)
(LUSHCHAK et al., 2009).

Observa-se na Figura 2 que, o0s niveis de peroxidacdo lipidica ndo foram
significativamente alterados nos dois grupos avaliados, ndo possibilitando, portanto, observar
algum efeito do extrato sobre esse parametro. Esses resultados indicam que o modelo de
estresse utilizado ndo foi suficiente para provocar uma alteragcdo nos niveis de peroxidagao
lipidica.

Niveis elevados de TBARS e superiores aos encontrados no presente trabalho foram
observados em jundias expostos (96 horas) a outros agentes estressores, 0s agentes estressores
guimicos como o0s agrotoxicos Roundup e Tebuconazole (FERREIRA et al., 2013;
MENEZES et al., 2011). De acordo com Ahmad et al. (2004), a peroxidacéo lipidica (LPO) é
um dos principais processos induzidos pelo estresse oxidativo por xenobidticos tais como

pesticidas, herbicidas e fungicidas, como tem sido observado em vérias espécies de peixes.
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A auséncia de alteracdo no TBARS no grupo estressado pode ser atribuida ao aumento
das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (SHNP), que foi suficiente para prevenir que 0s

radicais livres gerados causassem danos oxidativos aos lipidios, como mostra a Figura 3.

3.3. Sistema de defesa antioxidante

O modelo de estresse de perseguicdo por rede causou um aumento na atividade da
SOD, o qual foi prevenido pelo tratamento com extrato de Plinia trunciflora na concentracgéo
de 1% e parcialmente prevenido pelo extrato na concentracdo de 10% (Figura 3). O
decréscimo na atividade da CAT observado no grupo estressado foi prevenido pelas trés
concentracdes de extrato, sendo que na concentracdo de 3%, a atividade dessa enzima foi
ainda maior do que no grupo controle ndo estressado que recebeu ou ndo o extrato nas trés
concentragoes.

A SOD catalisa a dismutacdo do anion superoxido em peréxido de hidrogénio (H,05)
e oxigénio, enquanto que a CAT remove o peroxido de hidrogénio, que é metabolizado em
oxigénio e agua. Assim, 0 aumento na atividade da SOD com uma diminui¢do paralela da
CAT verificado no grupo estressado, pode indicar uma catéalise aumentada na dismutacdo do
fon superéxido (O%), ou seja, um aumento na formagéo do H,O,, com menor remocéo dessa
espécie reativa. Por outro lado, a prevencdo concomitante do aumento da SOD e da
diminuicdo da CAT pelo extrato de Plinia trunciflora (1 e 10%) sugere que o extrato aumenta
a protecdo antioxidante contra o peroxido de hidrogénio (H,0,) gerado pelo modelo de
estresse utilizado no presente estudo. Mesmo que a concentracdo 3% do extrato ndo tenha
prevenido o aumento da SOD, a prevencdo da diminuicdo da CAT também pode contribuir
para a protecdo contra a producdo aumentada de H,O,.

Verificou-se que a SOD e a CAT agiram conjuntas na prevencao do dano oxidativo,
podendo suas agdes serem aumentadas pelo extrato de Plinia trunciflora. Segundo Gaetani et
al. (1989), a agdo combinada de ambas as enzimas é um componente importante do sistema
de defesa antioxidante primario.

De forma semelhante ao seu efeito sobre a atividade da SOD, o extrato de Plinia
trunciflora também protegeu o decréscimo na atividade da GST causado pelo modelo de
indugdo de estresse, porém nas concentracbes de 1 e 3%, enquanto que parece ter sido

potencializado pelo extrato na concentragdo de 10%.
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Figura 3: Atividade da Superéxido dismutase (SOD, U SOD mg proteina™) A, Catalase (CAT, K g
proteina™) B, Glutationa- S- transferase (GST, nmol CDNB min mg proteina™) C e Tidis néo proteicos
(SHNP, nmol mg proteina™) D em juvenis de Rhamdia quelen tratados com extrato de Plinia
trunciflora. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n=8). Letras diferentes

representam diferenca estatistica (p <0,05).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico, avaliado através dos niveis de tiois
ndo proteicos também foi aumentado no grupo estressado, e esse efeito ndo foi prevenido pelo
extrato, pois ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo estressado em
nenhuma das concentracgdes do extrato de Plinia trunciflora (p>0,05).

Uma estratégia interessante que pode ser utilizada para avaliar o perfil redox de
amostras bioldgicas é a medicdo dos niveis de tiol. Os aumentos nos niveis de tidis nos grupos
expostos a um fator de estresse oxidativo, podem indicar a existéncia de uma resposta
adaptativa a producao de especies reativas de oxigénio (ERO) durante condigdes de estresse.
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Tidis ndo proteicos sdo maioritariamente compostos de GSH, um importante antioxidante ndo
enzimético que mantém a homeostase redox intracelular (DAL SANTO et al., 2014).

Em um estudo para avaliar produtos apicolas sob o estresse oxidativo em jundias
expostos ao fungicida Tebuconazole (Teb), Ferreira et al. (2013) demonstraram que em pelo
menos um dos tratamentos com produtos apicolas houve um aumento das atividades
antioxidantes enzimaticas e que, deste modo, 0 mecanismo predominante para a reversdo de
danos oxidativos pareceu ser 0 aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e GST. Estes
efeitos foram provavelmente causados pelos elevados teores de polifendis destes compostos
apicolas. Comportamento semelhante das atividades enzimaticas foi observado no presente
trabalho, podendo esse efeito ser atribuido principalmente as antocianinas presentes no extrato
de Plinia trunciflora.

Utilizamos a jabuticaba neste estudo por se tratar de uma fonte rica em compostos
antioxidantes, que tem suas propriedades comprovadas por diversos estudos e também por ser
uma planta nativa, comumente encontrada na regido Sul do Brasil.

Embora a atividade antioxidante da jabuticaba tenha sido comprovada em mamiferos,
sendo ativa na reducdo do estresse oxidativo e na prevencdo de algumas doencas (BRITO et
al., 2007; DAI et al., 2009; LEITE-LEGATTI et al., 2012; EINBOND et al., 2004,
REYNERTSON et al., 2005; REYNERTSON et al., 2008; TERCI, 2004), ndo existem
estudos desse efeito em peixes.
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4. CONCLUSAO

A protecdo fornecida pelo extrato da Plinia trunciflora contra as alteragdes provocadas
pelo estresse induzido pela perseguicdo por rede nas atividades enzimaticas (SOD, CAT e
GST) pode estar envolvido nos mecanismos dos efeitos antioxidantes in vivo da jabuticaba.
Mesmo que ndo tenha sido observado dano oxidativo aos lipidios, nem diminuicdo nos niveis
dos grupos SHNP nos animais estressados, essa protecdo sobre as atividades das enzimas
antioxidantes, contribuiu para melhorar o status antioxidante dos peixes sob situacdo de
estresse. Esse efeito protetor do extrato pode possivelmente ser atribuido aos teores
significativos de compostos bioativos, tais como as antocianinas.

Destaca-se o potencial da Plinia trunciflora para ser utilizado na piscicultura como
uma alternativa sustentavel aos produtos quimicos, para que 0s animais superem de maneira
saudavel alguns fatores de estresse, aos quais estdo frequentemente submetidos, tais como a
forma de confinamento, captura ou mudancas no ambiente fisico, impactando deste modo, em

menores riscos para 0 meio ambiente.
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