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RESUMO

As frutas nativas do Rio Grande do Sul, com destaque para as Mirtaceas, vém sendo
estudadas devido ao seu potencial na agricultura e para a saude dos consumidores. Dentre
estas frutas, o guabiju se destaca pela alta concentracdo de compostos fenodlicos (CF), os
quais possivelmente contribuem para as propriedades funcionais, sensoriais e de defesa da
planta. Neste trabalho, os CF de sete gendtipos de guabiju foram analisados e uma
abordagem metabol6mica direcionada foi aplicada para explorar as suas similaridades e
diferencas em relacdo a esses metabdlitos. Sessenta e sete compostos fendlicos foram
encontrados em todos 0s genétipos, 0s quais estao classificados em seis classes: &cidos
fendlicos, taninos hidrolisaveis, flavan-3-6is, flavonois, antocianinas e taninos condensados.
Cerca de 80% desses compostos foram encontrados pela primeira vez no guabiju, com
destaque para os acidos galoilquinicos, encontrados na forma mono-, di- e trigaloilquinico.
Além desses, elagitanos (taninos hidrolisaveis), derivados do hexahidroxidifenoil-glucose
(HHDP) foram encontrados pela primeira vez no guabiju. Um total de vinte e quatro CF foram
quantificados, dos quais os acidos di-O-galoilquinico (701 a 1324 ug g* em massa seca), tri-
O-galoilquinico (572 a 973 pg g1), malvidina 3-O-glicosideo (696 a 1448 ug g*) e cianidina 3-
O-glicosideo (799 a 1319 ug g*) sdo os majoritarios. A andlise dos CF quantificados através
de agrupamento hierarquico e analise de componentes principais (ACP) permitiu agrupar os
genotipos em sete grupos de acordo com a sua composi¢ao fendlica. Através da analise do
coeficiente de Silhouette foi possivel inferir onze compostos fendlicos como os mais
importantes nos agrupamentos e na diferenciacéo dos gendétipos, dos quais nés destacamos
seis (em ordem decrescente de importancia): epicatequina, catequina, galato de
(epi)galocatequina I, &cido di-O-galoilquinico, &cido tri-O-galoilquinico e delfinidina 3-O-
glicosideo. Por fim, nossos achados foram relacionados com os resultados obtidos por outro
grupo de pesquisadores analisando a resisténcia dos mesmos genétipos de guabiju afetados
pela ferrugem causada pelo fungo Austropuccinia psidii. Foi possivel hipotetizar que as
diferentes sensibilidades dos gendtipos a doencga estdo relacionadas a combinagcéo Unica
desses CF destacados em cada gendtipo. Por exemplo, o genétipo GO5, muito bem separado
dos demais gendtipos em relagdo a sua composicao fendlica, foi o menos afetado pela

infestacdo fungica, enquanto que os gendtipos GO3 e GO9 foram os mais afetados.

Palavras-chave: compostos bioativos, acidos fendlicos, frutas, espectrometria de massas



ABSTRACT

The native fruits from Rio Grande do Sul state, emphasizing the Myrtaceae family, have been
studied due to their potential in agriculture and public health. Guabiju is one of them and stands
out because of the high concentration of phenolic compounds (PC), which possibly contribute
to the functional, sensory, and self-defense properties of the plant. In this study, guabiju seven
genotypes PC were analyzed and a targeted metabolomics approach was applied to explore
similarities and differences in these metabolites. Sixty-seven phenolic compounds were found
in all genotypes, which are classified into six classes: phenolic acids, hydrolysable tannins,
flavan-3-ols, flavonols, anthocyanins, and condensed tannins. About 80% of these compounds
were found for the first time in guabiju, highlighting galloylquinic acids found as mono-, di-, and
trigalloylquinic. Ellagitannins (hydrolyzable tannins), derived from hexahydroxydiphenoyl-D-
glucose (HHDP), were identified for the first time in guabiju as well. Twenty-four PC quantified
as the majority are di-O-galloylquinic acid (701 to 1324 ug g* in dry weight), tri-O-galloylquinic
acid (572 to 973 ug g?), malvidin 3-O-glucoside (696 to 1448 ug g?), and cyanidin 3-O-
glucoside (799 to 1319 ug g?). The analysis of PC quantified through hierarchical clustering
and principal component analysis (PCA) allowed to group the genotypes into seven clusters
according to their phenolic composition. Based on the Silhouette Index, it was possible to
select eleven phenolic compounds as the most important in the clustering and differentiation
of genotypes, of which we highlight six (in decreasing order of importance): epicatechin,
catechin, (epi)gallocatechin gallate I, di-O-galloylquinic acid, tri-O-galloylquinic acid, and
delphinidin 3-O-glucoside. Finally, our findings were related to the results obtained by another
group of researchers analyzing the resistance of the same guabiju genotypes affected by rust
caused by Austropuccinia psidii. We hypothesize that the different genotypes' sensitivities to
the disease are related to the unique combination of these FC highlighted in each genotype.
For example, the GO05, very well separated from the other genotypes in terms of its phenolic
composition, was the least affected by fungal infestation, while the GO3 and G09 genotypes

were the most affected.

Keywords: bioactive compounds, phenolic acid, fruit, mass spectrometry
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1. INTRODUCAO
O Rio Grande do Sul (RS) possui mais de 213 tipos de arvores frutiferas

nativas, dentre as quais destacam-se as da familia Myrtaceae. As caracteristicas e o
potencial dessas frutas foram relatados em uma revisao recente, a qual deixou claro
que a maioria dessas frutas € pouco conhecida e explorada, apesar de muitas delas
possuirem potencial para o uso sustentavel e com agregacao de valor a agroinddstria
local (BRACK et al., 2020a). Algumas mirtaceas ja possuem registros de venda in
natura em mercados e feiras de agricultores, como pitanga (Eugenia uniflora), araca
(Psidium cattleianum), guabiroba (Campomanesia xanthocarpa), goiabeira-serrana
(Acca sellowiana) e jabuticaba (Plinia peruviana) (KOHLER, 2014).

O guabiju (Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand) € uma fruta pequena
(1,5 a 1,8 cm de diametro), com coloracéo violeta escura quando madura, contendo
polpa acucarada, aromatica e casca um pouco adstringente. Possui 90% de agua em
sua composicdo, baixa concentracdo de proteina e lipidios (ambos <1%), alta
guantidade de fibras (~7%) e concentracédo de acido ascérbico semelhante a laranja.
Sua ocorréncia no Brasil vai desde o estado de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul e
atinge parte de outros paises como Paraguai, Uruguai e Argentina (BRACK et al.,
2020b; SCHULZ et al., 2020). Recentemente, uma revisao de FARIAS et al. (2020)
enfatizou o alto valor nutricional, diversidade de compostos bioativos e os beneficios
a saude atribuidos as mirtaceas.

Na literatura ha trabalhos relatando a composicdo fendlica e também a
capacidade antioxidante in vitro do Guabiju. A cor caracteristica da casca é resultado
da mistura das antocianinas delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina
em suas formas glicosiladas. Além disso, diversos compostos fendlicos nao
antocianicos ja foram relatados, entre eles: acido galico, catequina, epigalocatequina,
isoquercitrina e kaempferol (ANDRADE et al., 2011; BETTA et al., 2018; DALLA NORA
etal., 2014a; DETONI et al., 2021; SERAGLIO et al., 2017). A capacidade antioxidante
in vitro j& foi reportada frente aos radicais ABTS e DPPH assim como a atividade
antiquimiotatica do extrato metandlico do guabiju (ANDRADE et al., 2011). Além disso,
um estudo in vivo mostrou que o guabiju pode reverter os efeitos da
hipercolesterolemia induzida por cisplatina em ratos Wistar machos (DALLA NORA et
al., 2014b). Provavelmente, os compostos fendlicos do guabiju contribuem para os

efeitos benéficos atribuidos ao seu consumo.
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O teor e o perfil qualitativo dos compostos fendlicos em uma planta sdo
dependentes de diversos fatores, tanto intrinsecos (origem genética) como
extrinsecos (solo, clima, método de cultivo e estocagem) (ESEBERRI et al., 2022).
Alguns trabalhos demonstraram que damasco, sorgo e trigo da mesma espécie e de
diferentes genotipos, possuem composicdes fendlicas Unicas tanto quantitativas como
qualitativas (SOCHOR et al., 2010; WANG et al., 2020; XIONG et al., 2020). Uma
maior producao de compostos fendélicos ou de tipos especificos possui, pelo menos,
dois aspectos relevantes: (1°) aumento da protecdo da planta frente a agentes
agressores, tais como fungos e (2°) aumento das propriedades funcionais da fruta,
com importancia para a saide dos consumidores (PEREZ-BURILLO et al., 2018;
TALHAOQOUI et al., 2015).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi aplicar uma abordagem
metabolémica direcionada (targeted) para explorar diferencas e similaridades entre
sete gendtipos de guabiju. Por fim, destacamos que os mesmos genotipos estdo
sendo estudados paralelamente em relacdo a sua sensibilidade a ferrugem causada
pelo fungo Austropuccinia psidii. Assim, em alguns momentos no texto, esses

resultados serao referidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho é aplicar uma abordagem metabolémica direcionada
(targeted) para explorar diferencas e similaridades entre sete genétipos de guabiju.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:
- Identificar e quantificar os compostos fendlicos por HPLC-DAD-ESI-qTOF-MS/MS;

- Aplicar uma abordagem metabolémica targeted para diferenciar os genétipos de

guabiju em relacdo a sua composicao fendlica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos fendlicos (CF)

Os compostos fendlicos possuem ao menos um anel aromatico com, pelo
menos, um grupo hidroxila ligado na sua estrutura. Quando h& mais de um anel
aromatico, eles podem ser chamados de polifenois. Essas moléculas s&o ubiquas em
plantas, onde atuam principalmente no sistema de defesa da planta. As plantas
respondem a varias condi¢cbes de estresse através da acumulagdo de compostos
fendlicos. A especificidade destes compostos fendlicos depende do tipo de estressor
e também da espécie de planta. Por exemplo, o estresse induzido por luz leva a
biossintese de acidos fendlicos e flavonoides (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD,
2009).

Na literatura foram relatados mais de dez mil compostos fendlicos, os quais
variam desde moléculas simples, como o &cido hidroxibenzoico, até moléculas de
elevada massa molecular, como os taninos. Considerando as suas caracteristicas
estruturais, os compostos fendlicos podem ser classificados em dois grandes grupos:
flavonoides e n&o flavonoides (NOLLET; GUTIERREZ-URIBE, 2018).

O grupo dos flavonoides é o mais numeroso, sendo encontrado principalmente
na epiderme das folhas e nas cascas de frutas. Em relacdo aos néo flavonoides, os
acidos fendlicos sdo mais significantes e podem ser produzidos pelas plantas como
resposta a patdgenos, doencas ou estresse climatico (CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORD, 2009). As classes de compostos fendlicos e os principais exemplos de

subclasses podem ser vistos na Figura 1 e sao aprofundados a seguir.
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Flavonois Kaempferol, Quercetina e Miricetina
Flavonoides
Flavonas Apigenina, Luteolina, Tangeretina e Nobiletina
Isoflavonas Daidzeina, Genisteina e Gliciteina
/ Antocianidinas Pelargonidina, Cianidina, Delfinidina, Peonidina, Petunidina e Malvidina
R,
OH Flavanonas Naringenina, Eriodictiol e Hesperetina
HO Q. R,
ok ZNoH Flavan-3-6is Catequina, Epicatequina, Galocatequina e Epigalocatequina
HO. 0
[3 ]
RS 35R, \
s Acidos hidroxibenzoicos Acido galico, Acido elagico, Acido vanilico e Acido siringico
Acidos hidroxicinamicos Acido cafeico, Acido ferdlico e Acido p-cumarico
Nao flavonoides X
Estilbenos cis-Resveratrol e trans-Resveratrol

Figura 1. Classes e principais subclasses de compostos fendlicos

Fonte: Autora

3.1.1 Flavonoides

Contendo 15 carbonos, a estrutura basica dos flavonoides é composta de dois
anéis aromaticos (A e B) e um anel com 3 carbonos (C central) como visto na Figura
2. Substituicbes no anel C geram 6 classes de flavonoides: flavonéis, flavonas,
isoflavonas, antocianidinas, flavanonas e flavan-3-0is. Ainda, diferentes radicais
nestas estruturas geram novas subclasses como visto anteriormente na Figura 1 (DE
LA ROSA et al., 2019).

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides
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A classe dos flavondis é a mais abundante dos flavonoides estando presente
em todo o reino vegetal com excecdo as algas. Sao encontrados na natureza
principalmente na forma glicosilada (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Um
exemplo € a quercetina, encontrada principalmente em cebolas, macas e frutas tipo
berry. O kaempferol € outro flavonol amplamente encontrado em plantas e esta
presente em alimentos como brécolis, morango e uva. Dentre as flavonas, destacam-
se luteolina e apigenina por serem as mais encontradas em alimentos como graos de
trigo e azeite de oliva, principalmente glicosiladas (DURAZZO et al.,, 2019).
Desempenhando um papel importante na protecdo contra microrganismos nocivos as
plantas, as isoflavonas estao presentes quase que exclusivamente em leguminosas e
seus teores ficam elevados quando expostas ao stress climético. Genisteina e
daidzeina sdo as isoflavonas mais encontradas e a principal fonte é a soja (KRIZOVA
et al., 2019).

As antocianidinas sao encontradas na natureza principalmente em sua forma
glicosilada, quando sdo chamadas de antocianinas. Elas sdo pigmentos naturais que
proporcionam uma coloracdo que varia do vermelho ao roxo e estdo presentes
principalmente nas cascas de frutas como uva, morango e maga. Sao encontradas
também em pétalas de flores, onde sé@o responséaveis pela pigmentagdo. Um papel
importante das antocianinas nas plantas € a protecdo contra radiacao UV, visto que
possuem forte absorcdo nessa regido do espectro eletromagnético. Também tornam
as plantas mais atrativas aos polinizadores e aos animais dispersores de sementes,

auxiliando assim na propagacéo das espécies (MATTIOLI et al., 2020).

Encontradas principalmente em frutas citricas, as flavanonas mais encontradas
sdo as formas glicosiladas de hesperetina e naringeninas. Conjugacfes destes
compostos com neohesperidosideos causam amargor em algumas variedades de
laranjas (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; LI et al., 2022). Diferente de
outros flavonoides, a classe dos flavan-3-0is é encontrada em sua maioria na forma
aglicona e é representada principalmente pelos monémeros catequina e epicatequina
bem como seus derivados representados na Figura 3. O cha verde é um exemplo de
bebida com quantidade significativa de flavan-3-0is, majoritariamente galato de
epigalocatequina, o que faz esta bebida ter alta capacidade antioxidante (BRAICU et
al., 2013). Os polimeros de flavan-3-6is sdo chamados de proantocianidinas (taninos

condensados) pois quando submetidos a hidrolise, como a acida, liberam
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antocianidinas livres. Sao encontrados em diversos alimentos como chocolate, vinho
e ameixa (DE LA ROSA et al., 2019).

oG:
OH
OH
@)
- OH
(@)

R1 R2 R3

(+) catechin OH H H

(—) epicatechin H OH H

(+) gallocatechin OH H OH
(—) epigallocatechin H OH OH
(+) catechin gallate 0G H H
(—) epicatechin gallate H oG H

(+) gallocatechin gallate  OG H OH
(—) epigallocatechin gallate H OG OH

Figura 3. Exemplo de estrutura dos flavan-3-0is e radicais que originam o0s

derivados de catequina e epicatequina

Fonte: Adaptado de DE LA ROSA et al. (2019)

3.1.2 N&o flavonoides

O grupo dos acidos fendlicos € o mais abundante dos n&o flavonoides e
compreende o0s acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. Os acidos
hidroxibenzoicos sédo derivados do acido benzdéico e os compostos principais desta
classe incluem os acidos galico, elagico, siringico e vanilico sendo que suas
diferencas estruturais sdo principalmente em seus anéis aromaticos. A Figura 4
mostra algumas destas estruturas quimicas (RASHMI; NEGI, 2020). O acido galico é
0 mais comum dentre os acidos fendlicos e esta presente em alimentos como uvas,
mangas e nos chas verde e preto (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
Estruturas complexas formadas a partir de acido galico (galotaninos) ou acido elagico
(elagitaninos) esterificados com as hidroxilas de um agucar central, séo chamadas de
taninos hidrolisaveis. Estes compostos sdo encontrados em frutas como roma e
framboesa além de cereais como cevada e aveia. (MIN et al., 2003; NOLLET;
GUTIERREZ-URIBE, 2018).
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Os acidos hidroxicinamicos sédo abundantes no reino vegetal e séo
caracterizados por um grupo fenilpropanéide (Cs-Cs) com uma ligagédo dupla na cadeia
lateral onde pode incluir os acidos cafeico, ferdlico, sinapico e cumarico. A
esterificacdo destes compostos com outros acidos como o quinico, ddo origem aos
acidos clorogénicos assim como seus derivados. O café € a principal fonte deste grupo

de compostos no consumo humano (LEONARD et al., 2021).

Os estilbenos, também pertencentes ao grupo dos nédo flavonoides, séo
representados pelo resveratrol em suas isomerias trans e cis presentes principalmente
nos vinhos e cascas de uvas e em menor quantidade em amendoim e pistache. O teor
de estilbenos nas plantas tende a aumentar com alta exposi¢édo de luz UV (DE LA
ROSA et al., 2019).
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OH
HO

OH

Acido galico
OH \
o [o)
/ HO,
o} OH
(e}
OH oO—
Acido vanilico Acido siringico

Figura 4. Diferengas estruturais dos acidos hidroxibenzoicos

Fonte: Adaptado de RASHMI (2020)

3.2 Importancia dos compostos fendlicos para as plantas

Os compostos fendlicos atuam nas plantas principalmente as protegendo de
danos externos como mudancas climaticas, pragas e doencas. A exposicdo a luz UV,
principalmente, a alta exposicéo a luz UV-B, pode causar danos no DNA das plantas
e em suas estruturas proteicas além da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS). Diversos compostos fendlicos, principalmente flavonoides, possuem
capacidade de absorver esta radiacdo prevenindo o dano oxidativo. Como
consequéncia, plantas com maior exposicdo a estas condi¢cdes sintetizam maiores
quantidades de compostos fendlicos por meio de enzimas especificas,
nomeadamente a flavonol synthase (FLS) e a flavonoid glycosyltransferases (FGT)
(SHARMA et al., 2019). Em especial, algumas antocianinas também podem absorver
a luz visivel, principalmente quando aciladas com &cidos fendlicos. Antocianinas
aciladas sao encontradas principalmente em folhas. Além disso, as antocianinas
protegem as plantas em situacbes de caréncia de nutrientes. Na deficiéncia de
nitrogénio e fosfato inorgéanico, importantes para a fotossintese, ocorre o acumulo de
antocianinas prevenindo a senescéncia das folhas (LANDI; TATTINI; GOULD, 2015).
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Os taninos sdo compostos importantes na defesa de plantas contra o ataque
de pragas por atuarem como agentes antidigestivos, o qual esta relacionado com a
sua capacidade de ligacdo com proteinas. Isto afeta diretamente o desenvolvimento
larval podendo reduzir infestacdes de insetos em plantacdes. Além disso, acidos
tdnicos possuem agentes toxicos que podem evitar o ataque de pragas como o0
gafanhoto (BARBEHENN; PETER CONSTABEL, 2011). A reproducdo e o
desenvolvimento de lagartas também sdo negativamente afetados quando se
alimentam de plantas com altos niveis de glicosideos fendlicos (BOECKLER,;
GERSHENZON; UNSICKER, 2011).

Alguns compostos fendlicos possuem a capacidade de proteger as plantas
contra doencas causadas por microrganismos. Monoterpenos fendlicos como
carvacrol e timol podem danificar as membranas flngicas impedindo a acao
patogénica (WANG et al., 2019). As doencas causadas por bactérias patogénicas
como a podridao mole, por exemplo, € um grande problema para o cultivo de frutas e
vegetais. Compostos fendlicos como os acidos cumarico e salicilico sdo capazes de
diminuir a expressédo dos genes que causam a viruléncia nas bactérias do género

Pectobacterium, causadoras destas doencas (JOSHI et al., 2016).

A polinizacdo e a dispersdo de sementes sdo fatores importantes para a
perpetuacdo de espécies vegetais. Flavondis como o kaempferol e a quercetina
auxiliam no desenvolvimento do poélen funcional de plantas (SHARMA et al., 2019).
Ao menos 30% das plantas secretam néctar com compostos fendlicos. Além disso, as
caracteristicas sensoriais de flores e frutas (cor, aroma e sabor), influenciadas pela
concentracdo de compostos fendlicos, sao indispensaveis para a atracao de insetos
polinizadores como abelhas e vespas e animais dispersores de sementes (DE LA
ROSA et al.,, 2019; ZHANG; YANG; ZHANG, 2016).

3.3 Influéncia do gendtipo na composicéo fendlica das plantas

O gendtipo de uma planta consiste na sua base genética enquanto que o
fendtipo se refere as caracteristicas tanto do genoétipo quanto das interagcbes com o
meio ambiente. Ao contrario da variabilidade genética, a variabilidade ambiental que
a planta sofre ndo € hereditaria e os fatores que a influenciam incluem as

caracteristicas do solo, temperatura, umidade, radiacdo solar e outros fatores externos
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a planta. No melhoramento de plantas, genes com resisténcias especificas podem ser
selecionados. Cultivares de uma mesma espécie diferem entre si devido a sele¢des
feitas para garantir as caracteristicas desejadas nas plantacdes (SINGH; SINGH;
SINGH, 2021b). Por definicdo, germoplasma é qualquer subamostra com capacidade
de manter geracao apds geracdo as caracteristicas genéticas de uma populacdo. O
termo acesso, por sua vez, designa as amostras de germoplasma que representam a
variacdo genética de uma populacdo e foram registradas em um banco de
germoplasma (SILVA, 2008). O termo subamostra vém substituindo o termo acesso
pela orientacdo técnica n° 2 de 30 de outubro de 2003 do Conselho de Gestdo do
Patrimoénio Genético (CGEN, 2003).

Ha na literatura estudos que investigaram as particularidades nas composicoes
guimicas de amostras de mesma espécie com diferentes genotipos, acessos ou
cultivares. O perfil dos compostos fendlicos é uma variavel que tem se mostrado Unica
para cada tipo de gendtipo. Por exemplo, em 21 diferentes genétipos de damasco,
SOCHOR et al. (2010) encontraram uma variacdo de mais de 300% na concentracao
de compostos fenodlicos. Em outro estudo, analisando 31 cultivares de uvas, estes
parametros variaram mais de 600% (XIA et al., 2019). Em raizes de salvia vermelha,
ZHAO et al.(2016) identificaram que tanto 0 mesmo gendtipo produzido em diferentes
locais como distintos genétipos em uma mesma plantacdo possuem diferencas em

seus metabdlitos.

Se tratando do guabiju, ANDRADE et al. (2011) analisaram dois gendétipos e
uma amostra selvagem da fruta, ambos no mesmo local de producdo. O teor de
compostos fenolicos foi diferente entre as amostras. O teor antocianinas totais, por
exemplo, variou em cerca de 50% entre as trés amostras apesar de todas terem a

cianidina 3-glucosideo como majoritaria.

3.4 Compostos fendlicos e seus beneficios a saude

Diversos componentes alimentares vém sendo estudados ao longo dos anos
por possuirem efeitos benéficos a saude. Nos anos 80, o termo “alimento funcional”
foi designado no Japao para fontes alimentares ricas em compostos que auxiliam na
manutencdo da saude e prevencao de doencas. Estes alimentos, hoje mais de 300,

sdo conhecidos no Japao como FOSHU, o que significa “alimentos para uso em
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saude” (AHMAD et al. 2020) . O avanco dos estudos envolvendo compostos fendélicos
e seu potencial na saude humana acompanha o avanco da tecnologia analitica e é
frequentemente relacionado com a reducéo do risco de varias doencas crénicas nao-
transmissiveis (NOLLET et al. 2018).

Por hipotese, existe uma relacdo entre o consumo de alimentos ricos em
compostos fendlicos e a melhora da satde em humanos. Diversas frutas tipo berries
ja foram objeto de estudo na Ultima década relacionando seus compostos fendlicos
aos possiveis beneficios a salde humana. Por exemplo, o extrato de amora rico em
antocianinas utilizado em um estudo de DAI et al. (2007), foi capaz de inibir o
crescimento de células cancerigenas provenientes do célon humano (HT-29). Ja as
proantocianidinas presentes no cranberry, junto com a frutose da fruta, foram capazes
de reduzir a adesao da bactéria Escherichia coli de células do tecido epitelial da uretra
(T24) em um estudo de ERMEL et al. (2012), sugerindo possivel protecao em quadros
de infeccdo urinaria. Um estudo mais recente, NTEMIRI et al. (2020) analisou in vitro
um modelo de c6lon humano com fermentacdo simulada juntamente a suplementacao
de polifendis extraidos do mirtilo. A fermentacdo suplementada com antocianinas,
flavondis e proantocianidinas resultou em uma diversidade microbiana muito

semelhante aquela onde foi utilizada uma mistura prebidtica com fibras e acucares.

Com relagéo aos estudos in vivo utilizando humanos, apesar de escassos,
existem alguns trabalhos relacionando o consumo de compostos fenélicos com alguns
beneficios a saude. Por exemplo, ao administrar 66 mg de isoflavonas de soja
diariamente por 6 meses em 120 mulheres em inicio de menopausa, SATHYAPALAN
et al.(2018) encontraram uma reducéo principalmente nos niveis séricos de insulina e
glicemia em jejum e da presséo arterial sistélica quando comparado ao grupo que
recebeu placebo. Em um estudo de LEYVA-SOTO et al. (2018) com 84 adultos, o
grupo que consumiu diariamente 2 g de chocolate 70% cacau rico em flavonoides, por
6 meses, teve reducao significativa dos niveis séricos de triglicerideos e colesterol
total. O mesmo ndo aconteceu com 0 grupo que consumiu chocolate ao leite, com
menor concentragdo de flavonoides. Em um ensaio randomizado controlado mais
recente de FRANCK et al. (2020), um grupo de 59 adultos foi submetido a uma
intervencao nutricional onde consumiram 280 g de framboesa congelada diariamente
por 8 semanas. O perfil da expressdo génica foi conduzido e 43 genes se

diferenciaram no grupo da intervencdo em relacédo ao controle. Destes genes, varios
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foram relacionados com a sinalizacdo de rotas metabdlicas envolvidas no sistema

imune humano.

Os beneficios atribuidos aos compostos fendlicos séo diretamente
relacionados a biodisponibilidade ap6s sua ingestdo. No intestino delgado, a absor¢éo
destes compostos pode variar de 5% a 10% do total consumido. Moléculas
glicosiladas ou sensiveis a enzimas digestivas sao transformadas em agliconas e logo
absorvidas nesta primeira parte intestinal onde passam para a corrente sanguinea.
Fatores como baixa solubilidade e a resisténcia ao acido gastrico diminuem a
permeabilidade intestinal fazendo com que cheguem ao cdélon ndo totalmente
digeridos. A fragdo nao digerida no intestino delgado, em sua maioria 0S compostos
fendlicos ligados a matriz, ainda possui beneficios a microbiota intestinal pois age
como um “prebidtico” a ser metabolizado pelas bactérias. O produto do metabolismo
destas bactérias gera novos compostos como o0s acidos graxos de cadeia curta, o0 que
torna o ambiente antioxidante. Este pode ser o mecanismo mais provavel que explica
os demais beneficios atribuidos até entdo aos compostos fendlicos. Esta rota
bioquimica da absorcéo dos compostos fendlicos no corpo humano pode ser vista na
Figura 5. (DE SOUZA et al. 2019; SAURA-CALIXTO, 2018; MARIN et al. 2015).

Compostos fendlicos da dieta

Bile Tecidos
Intesting: dw /
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Figura 5. Rota bioquimica da absor¢éo dos compostos fendlicos no corpo humano

Fonte: Adaptado de MARIN et al. (2015)
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3.5 Metaboldmica

Os produtos do metabolismo de uma amostra biologica sdo chamados de
metabdlitos e o conjunto destes, de metaboloma cuja massa molecular é inferior a
1500 Da. A andlise abrangente e quantitativa do metaboloma de um sistema biologico
€ chamada de metaboldomica que pode ser dividida entre as abordagens untargeted
(global) e targeted (alvo). A abordagem untargeted se trata de uma analise
exploratoria onde se objetiva a extracdo de dados que podem ser utilizados como
biomarcadores. Na abordagem targeted, se utilizam metabdlitos de interesse a fim de

serem identificados em diferentes amostras (BARNES et al. 2016).

Recentemente, algumas revisbes exploraram as varias aplicacbes da
metabolémica na area de alimentos. A seguranca de alimentos foi abordada em um
estudo de LI et al. (2021), que enfatizou este tipo de analise para detectar diversos
contaminantes como patdgenos, toxinas e residuos quimicos em diversas matrizes
como frutas, carnes e bebidas. Além disso, como descrito por UTPOTT et al. (2022),
a metaboldomica é uma abordagem muito utilizada atualmente para definir as
mudancas que ocorrem nos metabdlitos durante o processamento dos alimentos
como aquecimento, tratamento enzimatico e fermentacdo. A diferenciacdo de
gendtipos e cultivares de plantas também é possivel através deste tipo de analise. Isto
€ possivel pela identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos de cada amostra
associada com a analise multivariada dos resultados obtidos. Por exemplo, em um
estudo de WANG et al. (2020), 5 cultivares de trigo foram divididos em 4 grupos tendo
como critério a composicao de flavonoides de cada amostra. A diferenca na expressao
dos genes gue estdo envolvidos na biossintese de flavonoides foi o principal
diferencial em cada variedade e suas diferentes pigmentacdes. De forma semelhante,
esta abordagem também pode ser aplicada para determinar a origem geografica de
alimentos devido a seus biomarcadores fendlicos. Em um estudo de GHISONI et al.
(2020), foi investigado o possivel efeito de diferentes condi¢gdes climaticas em mesmos
cultivares de avelas cultivados em diferentes paises. Antocianinas e flavan-3-6is foram
0s principais marcadores para distinguir amostras provenientes da Geoérgia, Chile ou

Italia devido a abundancia ou exclusividade de metabdlitos.
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Para uma analise qualitativa e quantitativa dos milhares de compostos de um
metaboloma, a técnica mais poderosa é a espectrometria de massas (MS) acoplada
a métodos cromatograficos onde € possivel fazer a separacdo dos componentes da
amostra bem como caracterizar individualmente os metabdlitos. As caracteristicas da
amostra e os metabdlitos de interesse definirdo a plataforma a ser trabalhada. Em
matrizes vegetais, por exemplo, € comum o0 uso da cromatografia liquida (LC) para
analisar extratos, os quais sdo centrifugados previamente com o objetivo de remover
as particulas solidas da amostra (CUBERO-LEON et al. 2013). A analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-
MS) possui alta especificidade em estudos de metaboldmica identificando
biomarcadores de interesse (MEDINA et al. 2019).

O fluxo de trabalho na andlise metabol6bmica pode ser visto na Figura 6.
Previamente, é realizado o preparo adequado para a natureza da amostra que pode
incluir a extracdo dos metabdlitos com uso de solvente adequado. As plataformas
analiticas consistem na cromatografia (liquida ou gasosa) acoplada a espectrometria
de massas realizando a separacdo e deteccdo dos compostos, respectivamente. A
ressonancia magnética nuclear (NMR) também & muito utilizada. Com a extracdo
destes dados, a andlise estatistica multivariada dos dados € feita com auxilio de
software. Por fim, a identificacdo e interpretacdo dos metabdlitos encontrados €
possivel através da consulta bibliogréfica, biblioteca de banco de dados e software

(SUSSULINI, 2017) .
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3.6 Guabiju (Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand)

Guabiju (Myrcianthes pungens (O. Berg) D. Legrand) também conhecida pelos
nomes populares guabiroba-acgu, guavira-guacu, guabira-guacu, guajarai-da-varzea e
seu nome indigena wa’bi (comestivel) yu (amarelo), € uma fruta nativa brasileira
pertencente a familia Myrtaceae. O guabijuzeiro ndo possui expressdo econémica no
pais, porém, € amplamente cultivado em pomares domeésticos, assim como outras
arvores da mesma familia como pitangueira, jaboticabeira e aracazeiro. Ocorre desde
0 estado de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul, alcancando parte do Uruguai,
Argentina, Paraguai e Bolivia. Pode ser consumida in natura ou ser utilizada para
preparacdes como sucos e geleias (LORENZI, 2008; RASEIRA et al. 2004). Além
disso, a aplicacdo do guabiju na industria vém sendo estudada como em formulacées
de sorvetes (DETONI, 2020).

O guabijuzeiro € caracterizado por ter um tronco tortuoso com cerca de 60
centimetros de didmetro e pode chegar até 20 metros de altura. Suas folhas séo
simples com até 7 centimetros de comprimento e uma ponta espinhosa. O
florescimento ocorre entre outubro e novembro embora podem haver alternancias na
producgédo das flores que sdo muito atrativas aos insetos polinizadores como abelhas
e mamangavas. Os frutos, parte comestivel da planta, possuem sabor agradavel e
sdo caracterizados por bagas pubescentes com aspecto aveludado e de forma oblata.
No estagio de maturacao plena, seu exterior € violeta e o interior, alaranjado (Figura
7). A época de colheita pode variar de acordo com o clima porém € mais comum que
ocorra em janeiro e fevereiro (LORENZI, 2008; RASEIRA et al. 2004).

Do ponto de vista nutricional, € uma fruta rica em potassio que € o elemento
majoritario. Em menores concentracdes possui magnésio, calcio, cobre, ferro,
manganés e zinco (DETONI et al. 2021). A Tabela 1 mostra estes e outros
componentes nutricionais dos frutos de guabiju encontrados na literatura. Por ser rica
em acucares e solidos solluveis e ter baixa acidez, € considerada uma fruta doce
(DALLA NORA et al. 2014a) .
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Figura 7. Guabiju em estagio pleno de maturacéo

Fonte: Gustavo Giacon

Tabela 1. Composicéo nutricional dos frutos de guabiju

Nutriente Concentracgéo (g 100 g™)

Proteinas 0.56-0.93

Lipidios 0.05-0.41
Carboidratos 12,4
Frutose 7,61
Glucose 6,04

Fibras 6,22-6,72
Potassio 1614~
Calcio 52,1*
Magnésio 78,2*
Sédio 52,1*
Vitamina C 69,4*

* Micronutrientes expressos em mg 100 g™’

Fonte: SCHULZ et al. (2020)
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A Tabela 2 mostra a relacdo dos principais estudos exploratérios encontrados
sobre o0 guabiju e seus compostos bioativos. Os compostos fendlicos totais ja foram
analisados por alguns autores que encontraram valores semelhantes a outras frutas
brasileiras como pitanga, acerola e jabuticaba. No estagio total de maturacao, estes
valores tendem a ser maiores podendo variar conforme influéncia de fatores
ambientais (ANDRADE et al., 2011; BETTA et al., 2018; DETONI et al., 2021). Em um
estudo de BETTA et al., (2018), foi encontrado o acido galico como o composto
fendlico mais abundante seguido de isoquercitrina. No estudo de SERAGLIO et al.,
(2017), o guabiju apresentou maiores valores de compostos fenélicos se comparado
com as frutas jabuticaba e jamboldo dando destaque aos compostos quercetina, &cido
galico e isoquercitrina em ordem decrescente. Ainda neste estudo, os frutos com
estagio intermediario de maturacdo apresentaram uma maior concentracdo de

compostos fendlicos.

Quanto as antocianinas, em um estudo de DALLA NORA et al. (2014), o guabiju
apresentou majoritariamente malvidina 3-glicosideo seguida de delfinidina 3-
glicosideo e cianidina 3-glicosideo. O valor total de antocianinas foi maior quando
comparado com a fruta araca vermelho. Apo6s hidrolise &cida, ANDRADE et al.
(2011) encontraram 5 antocianidinas sendo elas delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina e malvidina. Dentre elas, a majoritaria foi a cianidina. Neste mesmo estudo,
o valor de antocianinas em trés diferentes amostras de guabiju variou de 33 a 53 mg
100 gt

Em relacdo aos carotenoides, o majoritario encontrado no guabiju foi o B-
caroteno seguido de B-criptoxantina. A abundancia destes carotenoides na fruta foi
relatada como tendo influéncia sobre a sua capacidade antioxidante (DALLA NORA
et al., 2014a).

Alguns estudos avaliaram a capacidade antioxidante in vitro dos frutos de
guabiju pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP e inibicdo da producdo de radical
hidroxila. O alto conteudo de compostos bioativos foi relacionado com a alta
capacidade antioxidante desta fruta. Ainda, o estagio intermediario de maturacao
resultou em maior capacidade antioxidante (ANDRADE et al., 2011; BETTA et al.,
2018; DALLA NORA et al., 2014b; SERAGLIO et al., 2017). Em um estudo in vivo,
NORA et al., (2014) analisaram os efeitos do consumo de guabiju e araca vermelho

na hipercolesterolemia em ratos. A alimentacdo com guabiju resultou em menores
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niveis séricos de colesterol total e LDL oxidado devido principalmente a quantidade
de fibras e a capacidade antioxidante respectivamente. Além disso, o0 consumo de

guabiju resultou em protegao contra estresse oxidativo causado por cisplatina.

Os Oleos essenciais do guabiju sdo caracterizados pela rigueza em [3-
cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno (MARIN et al., 2008). No Oleo
proveniente das folhas frescas de guabiju, foram encontrados 36 constituintes. O
majoritario foi 0 mesmo encontrado na fruta fresca (B-cariofileno) seguido do composto
B-elemeno (APEL; SOBRAL; HENRIQUES, 2006).
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Tabela 2. Estudos que relataram os compostos bioativos do guabiju

Titulo Técnica de Anélise Metabdlitos encontrados Referéncia
: : Flavonoides: Catequina, Galato de epigalocatequina,
Phenalic Compounds_, Deterr_nln_ed by LC-MS/MS Isoquercitrina, Kaempferol, Naringenina, Pinobanksin,
LC-MS/MS and In Vitro Antioxidant (LC: Agilent 1290, ESI Quercetina (BETTA et
Capamty of Br_az"'?‘” Fruits in Two QTRAP: AB Sciex) Acidos fendlicos: p-cumarico, 3,4-dihidroxibenzoico, al., 2018)
Edible Ripening Stages Galico, Siringico
Flavonoides: Catequina, Galato de epigalocatequina,
N . . _ LC-MS/MS Eplcgtequ!na, Isoquerc?ltrlna,. Isoramn.etlna., Kaempfgrol, (SERAGLIO
Nutritional and bioactive potential of (LC: Agilent 1290, ES| Naringenina, Quercetina, Pinobanksin, Pinocembrina. ot al
Myrtaceae fruits during ripening Q.TR?AP' AB Sci’ex) ' Acidos fendlicos: Cafeico, Clorogénico, p-cumarico, 3,4- 2017)"
' dihidroxibenzaéico, Ferulico, Galico, Salicilico, Sinaptico,
Siringico
The ch_arac_terlsatlon and pr_oflle of Carotenoides: B-caroteno, All-trans-luteina, Zeaxantina, -
the bioactive compounds in red HPLC Criptoxantina, a-caroteno (DALLA
guava (Ps@um cat.tleyanum Sabine) (HPLC: Agilent 1100) Antocianinas: Glicosideos de Delfinidina, Cianidina e NORA etal,
and guabiju (Myrcianthes pungens e L - - 2014a)
Malvidina; Cloretos de Cianidina, Peonidina e Malvidina.
(O. Berg) D. Legrand)
Phenolic Composition in Different
Genotypes of Guabiju Fruits HPLC Antocianidinas: Delfinidina, Cianidina, Petunidina, (ANDRADE
(Myrcianthes pungens) and Their (HPLC: Waters 2695) Peonidina e Malvidina et al.,
Potential as Antioxidant and ' Flavonoides: Isoquercitrina, Quercitrina e Hiperosideo 2011)

Antichemotactic Agents
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e padrdes analiticos

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados: &gua ultrapura,
acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker), metanol grau HPLC (J.T. Baker), acido férmico
P.A. (Neon), carbonato de sodio (Neon) e reagente Folin-Ciocalteu (Synth). A agua
ultrapura foi obtida usando o sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Co.
(Massachusetts, USA). As fases moveis foram filtradas em sistema de filtracdo com
filtros de acetato de celulose e politetrafluoretileno (PTFE) para fase aquosa e
organica, respectivamente.

Um total de 17 padrdes analiticos de compostos fendlicos foram utilizados,
nomeadamente: acido cafeico, acido 5-cafeoilquinico, acido elagico, acido ferulico,
acido galico, acido hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido vanilico, apigenina,
catequina, daidzeina, epicatequina, naringenina, quercetina, rutina, punicalagina e

cianidina 3-O-glucosideo (pureza 290%, Sigma-Aldrich).

4.2 Amostragem

Os sete gendtipos de guabiju foram doados pela Estacdo Experimental
Agronomica (EEA) da UFRGS. Eles fazem parte de um projeto cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) com o cédigo AE7A83F. Os gendtipos sdo originados de
sementes coletadas de plantas matrizes de trés municipios do Rio Grande do Sul.
Com estas sementes foram feitas as mudas que foram cultivadas na Estacao
Experimental Agronémica (EEA) da UFRGS, no municipio de Eldorado do Sul — RS
(30°06°59” de latitude Sul e 51°40’02” de longitude Oeste com altitude média de 60
metros acima do nivel do mar). Na Tabela 3 sao apresentados os sete genétipos
utilizados nesse estudo com 0s seus respectivos numeros de registro no herbario da
UFRGS no Instituto de Ciéncias Naturais (ICN), locais de coleta das sementes e

georreferéncias.

A regido de Eldorado do Sul possui o solo do tipo Argissolo Vermelho Distrofico
Tipico, apresentando relevos planos a ondulados (STRECK, E.V.; KAMPF, N.;
DALMOLIN, R.S.D.; KLAMT, E.; NASCIMENTO, P.C. DO; SCHNEIDER, P
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GIASSON, E.; PINTO, 2008). O clima desta regido € subtropical imido, classificado
como Cfa no sistema de classificacao climéatica de Képpen. A temperatura varia entre
8,5 e 30,2 °C com a média anual de 18,8 °C. A umidade relativa do ar anual é de 77%
e a precipitacdo média anual é de 1.455 mm (BERGAMASCHI; et al., 2013).

Na EEA, a alocacao das mudas foi feita em 2013 com um espagamento de 7,0
X 6,0 m e a cada duas plantas de guabijuzeiro, foi plantada uma muda de bracatinga
(Mimosa scabrella). O local ndo possui sistema de irrigacéo e a fertilizacao foi feita
apenas no momento do plantio. Aplicacdes de fungicidas e herbicidas foram feitas nos
anos de 2019 e 2020, fora da safra de colheita das amostras. Entretanto, os pomares
de guabijuzeiro estdo proximos a plantacdes de frutas citricas e maracuja onde

aplicacoes destes tratamentos sao feitas.

A coleta dos frutos foi realizada entre janeiro e marco de 2021 sob o critério de
maturacdo plena (cédigo 89 da Escala BBCH) avaliado pela coloracdo violeta da
casca. Quase todos os frutos de cada planta foram colhidos, descartando aqueles
com sinais de ruptura na casca. Apés a colheita, os frutos foram separados em caixas
plasticas a fim de evitar injurias e transportados imediatamente em caixas de isopor

com gelo para a UFRGS, onde foram armazenados em freezer (-18°C).

Tabela 3. Informacfes sobre 0s sete gendtipos utilizados no trabalho

- Local de coleta .
Genodtipos  ICN Georreferencias
das sementes

GO03 175148 Guabiju 28°S 32'47,3" 51°W 42'11,8"
G04 175153 Guabiju 28°S 32'31,5" 51°W 41' 22,6"
GO05 NC* Porto Alegre ~ 30°S 00’ 04,3” 51°W 09’ 38,9”
GO06 175157 Bento Gongalves 29°S 09'47,9" 51°W 31' 07,0"
GO7 175152 Guabiju 28°S 32'31,6" 51°W 41' 27, 7"
GO08 175151 Guabiju 28°S 32' 24,6" 51°W 41' 24,5"

G09 175156 Bento Goncgalves 29°S 09'47,9" 51°W 31' 07,0"

* NC: Nao catalogado até o momento
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4.3 Metabolémica direcionada (tageted)
No esquema da Figura 8 é representado o fluxo de trabalho aplicado na analise

de metabolémica direcionada dos compostos fenolicos (CF) do guabiju.

Fluxo de Trabalho Metabolomica Targeted

@rcparagéo da Amostrza @xtrag:ﬁo dos Compostos F cnc')licoa

Liofilizaga Solvente Metanol 3
lotihzagao olvente Metano @cparagic / Detecgao dos Compostos F cnéllc@

HPLC-DAD-MS

° 02

— B7 e, S

. s o €).094

2000

-
o~
—

ey e -
Q\nélisc Multivariada de Dadoa CQuantiﬁcag:éo dos Compostoa Gdcntiﬁcag:éo dos Compostos)
ACP / Dendrograma Curvas de Calibragao Fragmentagdo / UV-vis / Retengao

Figura 8. Fluxo de trabalho aplicado na analise de metabolémica direcionada

(targeted)

Fonte: Autora
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4.3.1 Preparo das amostras

As amostras de guabiju foram congeladas por 2 h & -80°C em ultrafreezer e
depois foram liofilizadas. A liofilizacdo (E-C Modulyo, Thermo, EUA) ocorreu por 5 dias
a -60°C e 300 ummHg. Apos serem liofilizadas, as frutas foram separadas
manualmente das sementes e pulverizadas em processador doméstico (DG-01,
Mondial, Brasil), resultando em uma amostra de fruta em po (Figura 9).
Posteriormente, a fruta em pé foi embalada a vacuo (SVC 200, Sulpack, Brasil) em
pacotes de polietileno e armazenadas sob refrigeracéo (5°C) em caixa fechada com
silica até o momento das analises. O fluxograma da amostragem pode ser visto na

Figura 10.



<

Figura 9. Exemplo de amostra de guabiju liofilizada e pulverizada

Fonte: Autora

Coleta das frutas de guabijuzeiro

U

Congelamento das frutas (-18°C)

¥

Liofilizacao

U

Separacao das sementes

U

Pulverizacao (mixer)

O

Armazenamento a vacuo (5°C)

Figura 10. Fluxograma da amostragem dos genétipos de guabiju

Fonte: Autora



35

4.3.2 Extracéo dos CF

A extracdo dos CF teve como referéncia o0 método descrito previamente por
RODRIGUES; MARIUTTI e MERCADANTE (2013). A extracdo foi realizada a partir
de 0,5 g de fruta em pé adicionando 5 mL de uma mistura de metanol (MeOH) e agua
(H20) (MeOH:H20 8:2, v/v) acidificada com 0,35 % de acido formico. Essa mistura foi
agitada em vortex (Phoenix Luferco, 3800 rpm) por 3 minutos e centrifugada
(Centrifuga HITACHI) a 25.000 g por 5 minutos (4 °C). Foram feitas trés extracdes
unificando os sobrenadantes para cada amostra. Os extratos produzidos foram
filtrados em filtros para seringa PTFE (hidrofilico) de 0,22 um antes das analises. O

procedimento foi feito em hexaplicata.

4.3.3 Analise dos compostos fendlicos por HPLC-DAD-ESI-gTOF-MS/MS

Os compostos fendlicos foram analisados através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) utilizando HPLC da Shimadzu (Quioto, Japao), contendo um
detector de arranjo de diodos SPD-M20A (DAD) e acoplado a um espectrometro de
massas (MS) da Bruker Daltonics (micrOTOF-Q Ill, Bremen, Alemanha) com fonte de
ionizacao electrospray (ESI) e analisador de massas quadrupolo-tempo de voo (g-
TOF).

As condicdes de separacdo cromatografica foram descritas previamente por
RODRIGUES; MARIUTTI e MERCADANTE (2013). Os compostos fendlicos foram
separados em uma coluna Phenomenex C18 de 4 um (250 x 4,6 mm), fluxo de 0,7 mL
mint a 35 °C, com fase mével consistindo em agua ultrapura (acidificada com 0,1%
de acido férmico) (fase movel A) e acetonitrila (acidificada com 0,1% de acido formico)
(fase mével B) em gradiente linear. Foram realizadas pequenas modificagbes em
relacdo ao método referenciado, no fluxo da fase moével (0,9 para 0,7 mL mint),

temperatura (29 para 35 °C) e concentracéo de acido formico (0,5 para 0,1%).

A fonte ESI foi operada nas seguintes condicdes: modos negativo e positivo de
ionizacao, voltagem do capilar de 4000 V, faixa de varredura (scan range) de m/z 50
a 1000, temperatura e fluxo do gas (N2) secante de 310 °C e 8 L min‘%, pressédo do gas

nebulizador de 4 bar. A fragmentacdo dos compostos fendlicos foi realizada no modo
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automatico com threshold de 1500 counts e com a definicdo de trés ions precursores.
A calibracdo do equipamento foi realizada semanalmente com formiato de s6dio como
calibrante. Além disso, para cada corrida uma calibracéo interna foi realizada com

esse mesmo calibrante.

4.3.4 Identificacao

A identificacdo foi realizada utilizando duas abordagens. A primeira foi uma
analise manual onde os seguintes parametros foram considerados: massa acurada,
padrao de fragmentacédo e ordem de eluicdo em coluna C18. Essas informacdes foram
comparadas com os resultados dos padrbes utilizados, dados encontrados na
literatura e a biblioteca MassBank of North America (MoNA). O software utilizado para
0 processamento dos dados brutos foi a DataAnalysis (Bruker Daltonics). Na segunda
abordagem, utilizou-se o software Sirius 4 para auxiliar na identificagcdo dos compostos
fendlicos. Esse software identifica moléculas com base no padréo isotopico e no
padrdo de fragmentacdo. As duas abordagens permitiram identificar os compostos
com diferentes niveis de confianca (SCHYMANSKI et al., 2014), nomeadamente L1 a
L5.

4.3.5 Quantificacao

Os CF foram quantificados por padronizacdo externa, utilizando as informacoes
originadas da analise por HPLC-DAD. As 17 curvas analiticas foram construidas na
faixa de concentracdo de 0,35 até 105 mg L™" com 5 a 8 pontos. A Unica excecao foi
a cianidina 3-O-glicosideo, representante das antocianinas, onde a curva foi
construida com concentragdes entre 0,15 a 25 mg L™ por ser um padr&o de uso Unico.
Resumidamente, os padroes foram pesados (0,010 g) diretamente em baldo
volumétrico de 10 mL e dissolvidos em metanol grau HPLC, o que deu origem as
solugdes estoque. As concentracdes das curvas foram preparadas através da diluicdo
da solugéo estoque com uma solugéo 1:1 (v/v) da fase movel A (agua acidificada com
0,1 % de acido formico) e B (acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico). Para
o preparo de cianidina 3-O-glicosideo foram pesados aproximadamente 5 mg de

padrdo, o qual foi dissolvido em metanol acidificado (0,1 % de acido cloridrico). A
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determinacdo da concentracdo de cianidina 3-O-glicosideo foi realizada pela leitura
da absorbancia a 529 nm e utilizando o coeficiente de absortividade molar (¢) 34300
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

Na Tabela 4 ha um resumo dos principais parametros das curvas analiticas
construidas para os 17 padrbes de compostos fendlicos. Os limites de detecc¢éo (LD)
e quantificacdo (LQ) foram determinados de acordo com a metodologia da European
Medicines Agency (EMA) (ICH - EMA, 1995) e foram considerados os valores ja com
o erro padrao a fim de aumentar a confiabilidade da quantificacdo. Este método calcula
os limites com os resultados obtidos das curvas analiticas através da relacéo entre o

erro padrdo e a inclinacdo da curva, de acordo com as equacdes 1 e 2 abaixo:

S

LD =33 X — (1)
] x b
S

LQ =10 X E (2)

Onde s € o erro-padréo da curva analitica e b a inclinacdo da curva analitica
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Tabela 4. Parametros das curvas analiticas de padrées de compostos fenolicos
obtidos por HPLC-DAD. Valores ja com o erro calculado.

Faixa de
Padréo concentracao Inclinacdo Intercepto 2R? P°LD °LQ
(mg L™
Acido galico 0,36 - 96 34164 3479 0,99 1,35 4,08
Acido cafeico 0,40 - 102 77468 10736 0,99 0,24 0,74
?g}fgg”‘:’q’uimco 0,36 - 47 279559 33783 0,99 0,15 0,44
Acido elagico 0,35 — 6.0 366473 181226 0,99 0,40 1,20
ﬁigifoiibenzéico 0,41 - 105 61288 5222 0,99 0,17 0,52
Acido ferdlico 0,38 -49 250491 47728 0,99 0,24 0,72
Acido p-cuméarico 0,42 - 55 261056 40050 0,99 0,07 0,20
Acido vanilico 0,37 - 47 23565 4539 0,99 0,23 0,69
Apigenina 0,35 - 90 82066 115253 0,99 1,90 5,76
Daidzeina 0,37 - 48 119529 6157 0,99 0,81 2,47
Punicalagina 0,33 - 43 149995 178624 0,99 0,05 0,14
Naringenina 0,38 - 97 139969 24374 0,99 0,24 0,72
Rutina 0,41 - 53 67915 27940 0,99 0,03 0,08
Epicatequina 0,41 - 53 82570 6190 0,99 0,05 0,14
Catequina 0,38 - 49 29160 11375 0,99 0,19 0,57
Quercetina 0,42 - 54 172129 94836 0,99 0,25 0,74
gcliiiggg‘:oe" 0,15- 25 117148 21745 0,99 0,09 0,28

3R?: Coeficiente de determinacao. °LD: Limite de detec¢do (mg L™). °LQ: Limite de

quantificacdo (mg L™).

4.3.6. Analise Multivariada
As andlises propostas tém o objetivo de selecionar um grupo reduzido de
compostos fendlicos que gere grupos representativos de genaotipos de acordo com as

suas similaridades. Elas sdo baseadas em trés etapas: (1°) pré-processamento dos
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dados de acordo com dados ausentes e problemas de magnitude, (2°) aplicacdo da
andlise de componentes principais (ACP) aos dados e geracdo de um indice de
ranqueamento dos compostos fendlicos de acordo com a sua importancia, (3°)
agrupamento iterativo dos genotipos utilizando o algoritmo de clusterizacdo k-means
e remocéo dos dados menos informativos (RENCHER, 2012; JOLLIFFE, 2002).

Na primeira etapa os dados foram normalizados para evitar efeitos de escala
na clusterizacdo baseada em distancia euclidiana. Isso porque ha diferenca de
magnitude nos compostos fendlicos avaliados. Para os casos de dados ausentes que
representaram ~2,6% do total, foi aplicado o método de imputagéo vizinho mais
préoximo (nearest neighbor imputation), que identifica as observacdes mais proximas
e preenche os dados ausentes com base em tais observacdes (KAUFMAN;
ROUSSEEUW, 1990).

Na segunda etapa, ACP foi aplicada aos dados pré-processados organizados
em uma matriz consistindo de N gendtipos (linhas) e P compostos fendlicos (colunas).
Resultados de interesse da PCA incluem o peso de cada variavel original sobre cada
componente, wpr, € a porcentagem de variancia explicada por cada componente r (r =
1,..., R), &~ Um importante indice € gerado para guiar a remocdo de compostos
fendlicos menos informativos baseado em wpr and Ar, conforme mostrado na equacgéao
3. Compostos fendlicos com um alto vp sdo considerados mais relevantes para o
agrupamento dos genétipos baseado nas suas similaridades, visto que esses
compostos fendlicos possuem alto wpr derivado de componentes principais que

explicam a maior parte da varidncia dos dados (DUDA et al., 2001).

R

'[J’p = rél )Lrlwp'rl

Na terceira etapa, um procedimento iterativo foi conduzido através do
agrupamento dos genétipos e remocao dos compostos fenélicos menos relevantes. O
procedimento iniciou pelo agrupamento dos gendtipos aplicando clusterizacao k-
means para os 24 compostos fendlicos quantificados (P). Na sequéncia, avaliamos a
qualidade da clusterizacdo através da meétrica Silhouette Index (SI). O SI mede o grau

de similaridade entre uma observacdo e outras do mesmo cluster comparada as
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observacdes do cluster vizinho mais proximo. Os valores de Sl variam de [-1, 1], sendo
gue valores proximos a +1 indicam a correcao alocacéo da observacéo ao cluster. Na
sequéncia, os compostos fendlicos com o menor vp sdo removidos, uma nova
clusterizacéo é realizada com P-1 compostos fendlicos, e o Sin é recalculado. Esse
procedimento é repetido até restar unico composto fendlico. Finalmente, escolhemos
0 subgrupo de compostos fendlicos com o maior SI (ANZANELLO et al., 2014;
KAUFMAN; ROUSSEEUW, 1990; ROUSSEEUW, 1987). O software MATLAB
(Versao 6.5) foi utilizado para estes célculos e para ANOVA e teste de Tukey, SAS
Studio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, estdo apresentados os resultados obtidos no estudo dos
compostos fendlicos de gendtipos de guabiju. O conteddo sera apresentado na forma
de artigo. O artigo sera posteriormente submetido a um periddico internacional

indexado.

5.1. LC-MS/MS based targeted metabolomic shows phenolic composition variation
among seven Guabiju genotypes
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6. DISCUSSAO GERAL

Um namero interessante de compostos fendlicos (CF) foi encontrado no
guabiju. Foram 67 CF sendo que o perfil qualitativo foi 0 mesmo para todos os
genatipos. Destes, 55 CF foram encontrados pela primeira vez nesta fruta. Além disso,
estes compostos foram divididos entre 6 classes: acidos fendlicos (30%), taninos
hidrolisaveis (24%), flavan-3-6is (18%), flavonols (9%), antocianinas (8%) e taninos
condensados (5%). Dos compostos encontrados pela primeira vez no guabiju,
destacamos os acidos galoilquinicos e os taninos.

Embora o perfil qualitativo tenha sido o mesmo, o perfil quantitativo foi
completamente diferente entre os 7 genoétipos. Os CF majoritarios, por exemplo, foram
0s seguintes em cada amostra: malvidina 3-O-glicosideo com concentracao de 1400
ug gt para GO3 e 1448 ug g para G04, acido tri-galoilquinico (883 pg g* para G05),
cianidina 3-O-glicosideo (1319 ug g* para G06 e 1072 ug g* para GO7) e acido di-
galoilguinico (926 pg g* para G08 e 1324 ug g* para G09). Dos 67 CF encontrados,

24 estavam acima do limite de quantificacédo e foram quantificados.

Os resultados da analise multivariada de dados mostraram através de um
dendrograma, que cada genétipo formou seu préprio grupo considerando as
concentragfes de cada um dos 24 CF. Através da sele¢do hierarquica de 11 CF
principais selecionados através da métrica Silhouette Index, uma analise dos
componentes principais (ACP) foi aplicada onde houve separa¢fes de alguns grupos.
Os grupos gue mais se separaram dos demais foram os referentes aos genotipos GO05,
GO03 e G09.

Fazendo a unido dos nossos resultados com o trabalho de outro grupo onde
paralelamente analisou uma infestacdo fungica nos mesmos genatipos, foi possivel
fazer uma relacdo da composicéo fendlica e a forma que cada planta se defendeu
frente a doenca. Por exemplo, o gendtipo GO3 foi a amostra com maior concentragcéo
de CF totais (6840 ug g*) assim como antocianinas totais (3027 pg g*) além de ter
sido o genotipo mais afetado pela doenca identificada como ferrugem causada pelo
fungo Austropuccinia psidii. De modo contrario, o genétipo G05 foi 0 menos afetado

pela ferrugem e os nossos resultados mostraram que foi a amostra com maior
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concentracdo de flavonois totais (232 pg g*t). Possivelmente esta amostra possui a

melhor mistura quantitativa para a defesa frente a ferrugem.
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7. CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho, através de uma abordagem de metabolémica direcionada aos
compostos fendlicos de sete gendtipos de guabiju, mostramos que, apesar dos
mesmos compostos fendlicos serem encontrados nos genotipos, as suas
concentracbes sao genotipo-dependentes. Através da analise multivariada
exploratoria, os sete gendtipos foram agrupados exatamente em sete grupos de
acordo com a sua composicdo fendlica, o que permite hipoterizarmos que esses
genaotipos possuirdo propriedades fendlico-relacionadas diferentes, tais como defesa,

sensoriais e funcionais.

Em relacdo a sua capacidade de defesa, um estudo paralelo com os mesmos
gendtipos de guabiju vem sendo conduzido por outro grupo de pesquisa, onde o
objetivo foi avaliar a sensibilidade dos sete gendétipos frente a doenca ferrugem,
causada pelo fungo Austropuccinia psidii. Os resultados mostraram que os genétipos
possuem diferentes sensibilidades, as quais estdo de acordo com as diferentes
composic¢des fendlicas encontradas em nosso trabalho. Assim, a combinagéo desse
achado com o nosso, indica que a hipotese da relagdo entre a composicao fendlica
Unica para cada genoétipo e as suas diferentes capacidades de defesa, pode ser
verdadeira.

Finalmente, dando continuidade a esta pesquisa, 0s mesmos genotipos
utilizados neste trabalho serdo avaliados em modelos in vivo de doencas
cardiovasculares, visando compreender se os compostos fendlicos dos gendétipos de
guabiju sdo capazes de diminuir o risco de doencas cardiovasculares e se 0
mecanismo envolve uma acao direta ou indireta como antioxidantes ou é mediada

pela modulagéo da microbiota intestinal.
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Suplementary Table 1. Parameters of PC standards and analytical curves standards obtained by HPLC-DAD. The values are taking into
account the calculated standard error.

Standard Concentration range (mg L") Slope Intercept aR? bDL ‘QL
Gallic acid 0,36 - 96 34164 3479 0,99 1,35 4,08
Caffeic acid 0,40 - 102 77468 10736 0,99 0,24 0,74
5-caffeoylquinic acid 0,36 - 47 279559 33783 0,99 0,15 0,44
Ellagic acid 0,35-6.0 366473 181226 0,99 0,40 1,20
Hydroxybenzoic acid 0,41 - 105 61288 5222 0,99 0,17 0,52
Ferulic acid 0,38 - 49 250491 47728 0,99 0,24 0,72
p-coumaric acid 0,42 - 55 261056 40050 0,99 0,07 0,20
Vanillic acid 0,37 - 47 23565 4539 0,99 0,23 0,69
Apigenin 0,35-90 82066 115253 0,99 1,90 5,76
Daidzein 0,37 - 48 119529 6157 0,99 0,81 2,47
Punicalagin 0,33-43 149995 178624 0,99 0,05 0,14
Naringenin 0,38 - 97 139969 24374 0,99 0,24 0,72
Rutin 0,41 - 53 67915 27940 0,99 0,03 0,08
Epicatechin 0,41-53 82570 6190 0,99 0,05 0,14
Catechin 0,38 - 49 29160 11375 0,99 0,19 0,57
Quercetin 0,42 - 54 172129 94836 0,99 0,25 0,74
Cyanidin 3-glucoside 0,15-25 117148 21745 0,99 0,09 0,28

2R2; Determination coefficient. PDL: Detection limit (mg L™"). °QL: Quantification limit (mg L™).



Suplementary Table 2. Exploratory studies on Guabiju bioactive compounds.

Title

Analytical Method

Phenolic Compounds Determined by
LC-MS/MS and In Vitro Antioxidant
Capacity of Brazilian Fruits in Two

Edible Ripening Stages

Nutritional and bioactive potential of
Myrtaceae fruits during ripening

The characterisation and profile of
the bioactive compounds in red
guava (Psidium cattleyanum Sabine)
and guabiju (Myrcianthes pungens
(O. Berg) D. Legrand)

Phenolic Composition in Different
Genotypes of Guabiju Fruits
(Myrcianthes pungens) and Their
Potential as Antioxidant and
Antichemotactic Agents

LC-MS/MS
(LC: Agilent 1290, ESI,
QTRAP: AB Sciex)

LC-MS/MS
(LC: Agilent 1290, ESI,
QTRAP: AB Sciex)

HPLC
(HPLC: Agilent 1100)

HPLC
(HPLC: Waters 2695)

Identified metabolites Source
Flavonoids: Catechin, Epigallocatechin gallate,
Isoquercitrin, Kaempferol, Naringenin, Pinobanksin and
Quercetin (BETTA et
_ _ _ _ _ ~al., 2018)
Phenolic acids: p-coumaric, 3,4-dihydroxybenzoic, gallic
and syringic

Flavonoids: Catechin, Epigallocatechin gallate,
Epicatechin, Isoquercitrin, Isoramnetin, Kaempferol,
Naringenin, Quercetin, Pinobanksin and Pinocembrine (SERAGLIO

et al.,

Phenolic acids: Caffeic, Chlorogenic, p-coumaric, 3,4- 2017)
dihydroxybenzoic, Ferulic, Gallic, Salicylic, Synaptic and

Syringic
Carotenoids: B-carotene, All-trans-lutein, Zeaxanthin, -
Cryptoxanthin and a-carotene (DALLA
NORA et al.,
Anthocyanins: Delphinidine, Cyanidin and Malvidin 2014a)

Glycosides; Cyanidin, Peonidin and Malvidin chlorides

Anthocyanidins: Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Peonidin (ANDRADE
and Malvidin et al.,

Flavonoids: Isoquercitrin, Quercitrin and Hyperoside 2011)




