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Resumo

Irradiagdes com baixas doses de LP vém sendo utilizadas para preservar a qualidade
nutricional de frutos tropicais altamente pereciveis por causar um aumento/prote¢do no
conteido de compostos antioxidantes durante o armazenamento pds-colheita. Contudo, o
mecanismo pelo qual a LP atua ativando o sistema antioxidante em tecidos vegetais ainda ndo
foi estabelecido. Nesse trabalho foi investigado os efeitos do tratamento com LP (dois pulsos
de 0,3 J.cm™) sobre o metabolismo da vitamina C e de compostos fendlicos em relagdo a
sintese, degradacao e aos sinais que controlam essas vias em acerola (Malpighia emarginata
DC) durante o armazenamento pos-colheita. Os frutos tratados e armazenados por 7 dias a 10
°C mostraram uma significante menor redu¢do no conteudo de vitamina C e de compostos
fenolicos. O tratamento foi capaz de ativar, a nivel protéico, a ultima enzima da via de
biossintese do acido ascorbico, desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalDH, EC
1.3.2.3), ¢ mudou a composi¢cdo de compostos fendlicos por meio da ativacdo da via de
biossintese, evidenciada pela atividade da fenilalanina amonia liase (PAL, EC 4.3.1.24). Além
disso, a produ¢do de EROs também foi induzida pela LP imediatamente apds o tratamento
(tempo 0) e apds o periodo de armazenamento (tempo 7) por ativacdo da respiracao
mitocondrial ¢ da oxidase do NADPH (EC 1.6.99.6), respectivamente. Esses resultados
sugerem que a LP reduz as perdas de vitamina C e compostos fenolicos em acerola por causar
alteragdes no metabolismo de sintese desses compostos em um mecanismo mediado por
EROs. Dessa forma, esse trabalho mostrou os efeitos benéficos da LP na manuten¢ao da
qualidade nutricional de acerolas durante o armazenamento pds-colheita e forneceu
informacdes para o entendimento do mecanismo de agdo pelo qual esse tratamento pode atuar,
0 que pode servir como base para o desenvolvimento de tecnologias que visam a reducao das

perdas e o acimulo de antioxidantes em produtos vegetais.

Palavras-chave: acerola, luz pulsada, acido ascorbico, compostos fenodlicos, EROs.



Abstract

EFFECTS OF PULSED LIGHT ON THE METABOLISM OF VITAMIN C AND
PHENOLIC COMPOUNDS IN ACEROLA (Malpighia emarginata DC)

PL irradiation at low doses has been used to preserve nutraceutical value of the tropical fruits,
highly perishable, by enhancing antioxidant systems during postharvest storage. However, the
PL mediated mechanism inducing the antioxidant systems remains unknown. Here we
investigated the effects of PL on degradation of vitamin C and phenolic compounds in acerola
(Malpighia emarginata DC) during postharvest storage to elucidate the mechanism inducing
the antioxidant systems. The fruits, stored at 10 °C for 7 days after a hormetic PL irradiation
(two pulses of 0.3 J.cm?), showed significantly less degradation of vitamin C and phenolic
compounds than the control without the PL challenge. The treatment activated the L-
galactono-1,4-lactone dehydrogenase (EC 1.3.2.3), a key enzyme for vitamin C biosynthesis,
and changed composition of phenolic compounds, through new phenolic biosynthesis, in
acerola during postharvest storage. It also induced ROS productions at the early (0 day) and
late (7 days) times during postharvest storage through the mitochondrial electron transport
chain and the NADPH oxidase (EC 1.6.99.6), respectively. These prove that the PL protects
vitamin C and phenolic compounds from degradation in acerola by altering ascorbic acid and
phenolic metabolism through a ROS-mediated mechanism. Altogether, our data first showed
the beneficial effects of PL on maintenance of nutraceutical quality in acerola during
postharvest storage and supplied new insights into understanding of mechanism by which PL

irradiation enhance the antioxidant system in fruits.

Keywords: acerola, pulsed light, ascorbic acid, phenolics compounds, ROS.
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1. Introduciao

O consumo de frutas ¢ hortalicas tem aumentado nos ultimos anos devido ao sabor
atrativo e ao valor nutricional apreciavel por apresentar compostos antioxidantes tais como
vitamina C e compostos fenolicos. No entanto, a elevada perecibilidade limita o consumo e a
vida util desses produtos, os quais sofrem consideraveis perdas qualitativas e quantitativas

apos a colheita (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010a).

Diversas tecnologias sdo utilizadas com objetivos de prolongar a vida 1til e manter a
qualidade apos a colheita dos frutos. Muitas dessas tecnologias se baseiam na indugdo de
condicdes brandas de estresse ou em doses horméticas, com a finalidade de ativar o sistema
de defesa vegetal com possivel manuten¢do ou até melhoria dos fitoquimicos presentes nos
produtos vegetais (CISNEROS-ZEVALLOS, 2003; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010b).
A luz pulsada (LP) ¢ uma evolu¢ao da tecnologia que utiliza a luz ultravioleta (UV) e consiste
na exposicao a pulsos intensos e curtos (1 ps a 0,1 s) de luz policromatica que vai do UV ao
infravermelho proximo (100 a 1100 nm) emitida por lampadas de gas xenonio. O maior poder
de emissdo e de penetracdo da LP, quando comparado ao UV, pode induzir estresse e
estimular uma elevada producdo de compostos bioativos com o objetivo de minimizar os

danos causados pela radiacao, nos tecidos vegetais (RODOV; VINOKUR; HOREV, 2012).

Alguns estudos recentes mostram que tratamentos pos-colheita com LP (entre 0,2-10
J.cm?) tém se mostrado eficientes em promover manutencdo na firmeza, cor e aumento na
vida 1til de diversos frutos, além de causar aumento no conteido de compostos fendlicos
totais e de outros compostos antioxidantes como carotendides e vitamina C (CHARLES et al.,
2013; KOYYALAMUDI et al., 2011; LOPES et al., 2015; PATARO; SINIK; CAPITOLI,
DONSI; et al., 2015; RODOV et al., 2012). Esses resultados sugerem que doses horméticas
de LP podem estimular o sistema antioxidante como um mecanismo de defesa contra o
estresse, podendo aumentar a qualidade e a extensdo da vida pos-colheita de frutos. Apesar
das recentes descobertas, o mecanismo pelo qual a LP pode aumentar o nivel de antioxidantes

em tecidos vegetais permanece desconhecido.

A acerola (Malpighia emarginata DC) ¢ um fruto tropical considerado como alimento
funcional devido a elevada concentracdo de nutracéuticos como vitamina C e compostos
fenolicos, o que faz desse fruto um 6timo modelo para o estudo do metabolismo desses

compostos (DE ASSIS et al., 2008; SIMAO, SALIM, 1971). No entanto, a perecibilidade
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desses frutos faz com que os mesmos apresentem elevadas perdas na qualidade nutricional
apos a colheita. Dessa forma, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de técnicas pos-
colheita, que aumentem a qualidade e /ou reduza as perdas nutricionais, bem como

prolonguem a vida util desses frutos.

O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos do tratamento com LP sobre o
metabolismo de vitamina C e de compostos fenolicos em relagdo a sua sintese, composi¢do e

degradacgdo durante o armazenamento pos-colheita de acerolas.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Estresse abiotico e hormesis

Condi¢des ambientais desfavoraveis para o crescimento, desenvolvimento e produgao
normal de plantas, como déficit hidrico, salinidade, poluicdo, luz intensa, frio e calor
extremos sdo denominadas de estresses abidticos. Nessas condig¢des, processos intracelulares
sdao desencadeados e culminam na expressao de uma fracdo do potencial genético da planta

refletindo em um crescimento desordenado (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os estresses abioticos influenciam vias metabdlicas como a respiratoria e de defesa
como o metabolismo secundario. Em condi¢cdes normais, radicais livres sao formados no
metabolismo celular por enzimas que participam da respiragdo mitocondrial ou por reagdes
ndo enzimaticas entre o oxigénio e outros compostos organicos. No entanto, em condigdes
estressantes os radicais livres se acumulam em concentragdes mais altas induzindo um
estresse oxidativo que resulta tanto na sinalizacdo de vias de defesa quanto em danos
fisiologicos diretos, como a deterioragdo de membranas e a mutacdo de DNA (MITTLER,

2002; WANG; JIAO, 2001).

Em plantas, além da respiragdo mitocondrial (MITTLER, 2002), outras fontes de
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser ativadas em resposta aos
estresses como a enzima nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato oxidase (oxidase do
NADPH ou NOX) localizada na membrana plasmatica de células vegetais, cuja reagcdo esta
ilustrada na Figura 1 (SAGI; FLUHR, 2006b). Em resposta as EROs produzidas, um sistema
de defesa antioxidante ¢ ativado com participagdo de enzimas e compostos ndo enzimaticos
do metabolismo secundario, como fenélicos (JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011). Como
exemplo, o radical superoxido (O27) produzido ¢ degradado pela enzima dismutase do
superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) resultando na liberagdo de oxigénio molecular (O2) e
perdxido de hidrogénio (H202), o qual, por sua vez, pode ser neutralizado por peroxidases
(POX) ou pela catalase (CAT, EC 1.11.1.6); ou o acimulo dessas espécies reativas pode
resultar na ativagdo da enzima oxidase alternativa (AOX), na cadeia de elétrons da
mitocondria como uma forma de reduzir a produgdo desses compostos toxicos e reduzir o
estresse oxidativo (MAXWELL; WANG; MCINTOSH, 1999); ou ainda, as EROs podem
atuar como sinalizadores na inducao da expressao génica e atividade da fenilalanina amonia
liase (PAL) estimulando a produgdo de compostos fenolicos (HEREDIA, 2006;
SURJADINATA, 2006).
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Figura 1. Estrutura e reacdo da enzima oxidase do NADPH vegetal.

20, 20,

Membrana Plasmatica

H* + NADP*

NADPH

Citosol
FONTE: jounal.frontiersin.org

O conhecimento dos beneficios e potenciais de uso de metabdlitos secundarios como
os compostos fendlicos na agricultura e na medicina vém estimulando o desenvolvimento de
estratégias que levem ao aumento da concentragdo desses compostos nos tecidos vegetais.
Uma técnica que vem sendo avaliada, principalmente em frutos e hortaligas, € a exposi¢ao
destes a estresses abioticos horméticos (CISNEROS-ZEVALLOS, 2003). O termo hormesis
refere-se a algum beneficio causado pela aplicacdo de baixas doses de um agente prejudicial
(LUCKEY, 1980) e a aplicagdo de estresses horméticos induzem processos intracelulares que
causariam mudancgas positivas na homeostase e na resisténcia do organismo como um todo a
condigdes adversas, além de ser um potencial estimulo para a producdo de metabolitos

secundarios (GEMS; PARTRIDGE, 2008).

Assim, a exposi¢do controlada a estresses abioticos vem sendo utilizada em pré-
colheita para aumentar a qualidade e o rendimento de produtos vegetais, ainda no campo
(HOWELL et al., 2001). Um exemplo disso ¢ o aumento no contetido de vitamina C em
plantas, de um modo geral, expostas a elevada intensidade luminosa, mesmo que este ndo seja
um fator essencial para a sintese desse composto, ou a uma baixa frequéncia de irrigacao,
como foi observado para alho-pord (Allium porrum) (LEE; KADER, 2000). Estudos

mostraram que o estresse hidrico pode aumentar os niveis de pungéncia de pimentas
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(ESTRADA et al., 1999), enquanto que a coloracdo da casca de magas (Malus domestica)
pode ser intensificada com o acimulo de antocianinas pela aplica¢do de Etefon® e de uma

mistura de fosforo e calcio (LI, Z.; GEMMA; IWAHORI, 2002).

Em pos-colheita, o desenvolvimento de estresses abioticos controlados sdao a base de
muitas tecnologias empregadas como ferramentas para prolongar a vida util, manter ou até
mesmo incrementar a qualidade de frutas e hortalicas (KADER, 2002). Como exemplo dessas
tecnologias, tem-se o corte para o processamento minimo (SALTVEIT, 1996) e a modificagao
da atmosfera de armazenamento com concentragdes controladas de O> e CO: ou etileno para
controlar os processos de amadurecimento e desverdecimento (KAYS, 1991).

O esclarecimento sobre o mecanismo fisioldgico pelo qual os estresses horméticos
induzem o acimulo de metabdlitos secundarios ¢ critico para permitir o uso de produtos
vegetais como biofabricas de compostos nutracéuticos (JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011).
Vérios organismos procariotos e alguns eucariotos t€ém sido modificados geneticamente para
promover maior produgdo de metabdlitos de interesse, porém, a engenharia metabdlica ¢ uma
técnica complexa e cara, além de organismos geneticamente modificados serem severamente
questionados quanto as questdes de potencial e seguranga ambiental (SZYBALSKI, 1985).
Assim, a aplicacdo de estresses abidticos em pos-colheita de frutos e hortaligas representa
uma tecnologia relativamente mais barata, pratica e efetiva que permite o acumulo de
metabolitos nutracéuticos, uma vez que os tecidos tratados (estressados) podem ser
submetidos a um processamento com finalidade de recuperar e purificar os metabolitos de
interesse com potencial aplicacdo nas industrias de suplementos dietéticos e farmacéuticos
(JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2011).

Alguns exemplos do emprego de estresses abioticos com tal objetivo foram
encontrados em alface, no qual o tratamento com etileno induziu a atividade da PAL
promovendo aumento no conteudo de compostos fenolicos (HYODO; KURODA; YANG,
1978); em cenouras (Daucos carota) e batatas (Solanum tuberosum), que, quando cortadas,
apresentam alteracdo no metabolismo desses compostos (HEREDIA; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2009; TORRES-CONTRERAS et al, 2014) e em ‘blueberries’
(Vaccinium myrtillum), morangos (Fragaria x ananassa) e ‘bayberries’ chineses (Myrica
rubra), que expostos a atmosfera rica em oxigénio, apresentam aumento na concentracao de
compostos fenolicos (AYALA-ZAVALA et al.,, 2007, YANG; ZHENG; CAO, 2008;
ZHENG et al., 2003). A irradiagdo pos-colheita com luz ultravioleta na faixa C (UV-C) em

baixas doses prolongou a vida util e preservou a qualidade de magas, tomate (Solanum
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lycopersicum), laranjas (Citrus sinensis), uvas (Vitis vinifera), manga (Mangifera indica) e
péssego (Prunus persica) por retardar os processos de amadurecimento e senescéncia,
enquanto que elevadas doses de irradiagdes causaram efeitos negativos (CANTOS; ESPIN;
TOMAS-BARBERAN, 2001; D'HALLEWIN et al., 1999; GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2004; GONZALEZ-AGUILAR; ZAVALETA-GATICA; TIZNADO-HERNANDEZ, 2007;
GONZALEZ-AGUILAR et al., 2001; GONZALEZ-AGUILAR; WANG; BUTA, 2004; LU
et al.,, 1991, MAHARAJ; ARUL; NADEAU, 1999; PERKINS-VEAZIE; COLLINS;
HOWARD, 2008; POMBO et al., 2009).

2.1.1 Tecnologia pos-colheita de luz pulsada

Luz pulsada (LP) ¢ uma tecnologia ndo térmica emergente que envolve o uso de
pulsos luminosos intensos, de curta duracdo e com um amplo espectro, que foi desenvolvida
inicialmente com o objetivo de promover a inativagdo microbiana na superficie de diversos
produtos (DUNN; OTT; CLARK, 1995). Nesse tratamento, a energia eletromagnética ¢
acumulada em um capacitor durante fragdes de segundos e entdo liberada na forma de luz em
um curto intervalo de tempo (de nano a milissegundos), resultando em amplificagdo da
poténcia com consumo minimo de energia (DUNN et al., 1995). A luz emitida inclui amplo
espectro de comprimentos de onda (de 100 a 1100 nm): ultravioleta (100-400 nm), luz visivel

(400-700 nm) e infravermelho (700-1100 nm) (BARBOSA-CANOVAS et al., 1999).

No tratamento com LP, a faixa do espectro referente a luz UV-C (200-280 nm) ¢ a
mais importante em termos de efeitos sobre organismos vivos e depende da intensidade em
J.cm™? e do numero de pulsos (BARBOSA-CANOVAS et al., 1999). A exposi¢do a doses
horméticas de UV-C resulta no estabelecimento de um estresse oxidativo com alteragao da
expressao de genes e na atividade de enzimas de defesa (WANG; FREI, 2011). Estudos sobre
o efeito da radiagdo UV-C durante o armazenamento pos-colheita de morango, goiaba
(Psidium guajava), banana (Musa sp.) € mamao (Carica papaya) mostraram aumento
significativo na capacidade antioxidante e manutencdao da qualidade (ALOTHMAN; BHAT;
KARIM, 2009a;2009b; ERKAN; WANG; WANG, 2008; RIVERA-PASTRANA et al.,
2013). Em mangas, a irradiagdo com UV-C causou acumulo de poliaminas, compostos
relacionados com a prevenc¢do de danos oxidativos e da perda de qualidade, e de antioxidantes
como 4cido ascorbico e B-caroteno (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2007). Em tomates, na
maturidade fisiologica, a radiagdo UV-C aumentou significativamente o conteudo de

licopeno, de compostos fenodlicos totais e a atividade antioxidante total (BRAVO et al., 2012).
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O contetido de vitamina C de brocolis e da casca de magd também aumentou apds o
tratamento com UV-C (HAGEN et al., 2007; LEMOINE et al., 2007). Contudo, tratamentos
com radiagdo UV apresentam diversas desvantagens como baixa penetragao e baixo poder de
emissao.

Além da maior penetrabilidade, a aplicacao de LP resulta em temperaturas mais baixas
devido ao curto tempo de duragdo dos pulsos e ao sistema de resfriamento aplicado entre os
pulsos. Por ser um tratamento ndo térmico, a aplicagdo de LP reduz os danos que as elevadas
temperaturas poderiam causar a produtos alimenticios (KRISHNAMURTHY; DEMIRCI;
IRUDAYARAJ, 2004). Dessa forma, tratamentos com LP podem ser considerados como uma
tecnologia mais moderna do uso de luz UV (PATARO; SINIK; CAPITOLI, DONSI; et al.,
2015).

Todavia, o maior poder de emissdo e de penetracdo da LP podem induzir um estresse,
0 que pode estimular uma elevada producao de compostos bioativos em tecidos vegetais com
o0 objetivo de minimizar os danos causados pela radiagdo (RODOV et al., 2012). Dessa forma,
nos ultimos anos, a aplicacdo de LP tem atraido o interesse de pesquisadores ndo apenas pelo
fato de promover uma inativagdo ndo térmica de microrganismos, mas também como um
tratamento de preservagdo pos-colheita (OMS-OLIU; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-
FORTUNY, 2010; RIBEIRO; ALVARENGA, 2012). Além disso, o pequeno tempo de
exposi¢ao (segundos para LP e minutos ou horas para luz UV continua) necessario para que o
tratamento cause os efeitos desejados pode promover a utilizagao da tecnologia de LP em
escala industrial (RODOV et al., 2012).

Apesar desse elevado potecial citado, ha poucos estudos na literatura que investigam
os efeitos da aplicacdo hormética de LP no processamento pos-colheita de frutas e hortalicas
para incremento da qualidade nutricional destes. Alguns estudos recentes mostram que LP
(0,2-10 J cm™) promove um eficiente aumento no conteido de vitamina D2 em cogumelos
(Agaricus bisporus) (KOYYALAMUDI et al., 2011), aumento no contetido de antocianinas e
compostos fenolicos totais em figos (Ficus carica) (RODOV et al., 2012) e ativacdo de vias
de biossintese de compostos com elevada capacidade antioxidante (carotenoides totais,
licopeno e fenodlicos totais) em tomates e magas (PATARO; SINIK; CAPITOLI; DONSI; et
al., 2015). Em mangas minimamente processadas, a aplica¢do de LP (8 J cm™?) prolongou a
vida 1til através da manuntencdo da firmeza e da cor (CHARLES et al., 2013). Em mangas
“Tommy Atkins” nio processadas, a aplicacdo de dois pulsos de LP (0,6 J cm™) provocou um
aumento na atividade da PAL, com consequente aumento na concetracdo de compostos

fenolicos, além de desencadear um acimmulo de outros antioxidantes ndo enzimaticos
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(carotendides e vitamina C) e enzimatios na polpa desses frutos, em um processo mediado por
EROs (LOPES et al., 2015).

Apesar dos efeitos ja observados sobre o metabolismo de produtos vegetais, ndo ha
relatos na literatura sobre o mecanismo e as rotas de sinaliza¢do pelas quais a LP poderia
promover a ativagao dessas vias antioxidantes e consequente extensdo da vida de prateleira

desses.
2.2 Metabolismo da vitamina C

A estrutura do acido L-ascérbico € composta por um anel 1,4 lactona estavel derivado
de acucares (hexoses) e contém grupos enediol nos carbonos 2 e 3. A hidroxila presente no Cs
tem um pK, de 4,13, o que faz com que em pH fisioldgico (aproximadamente 7,0) o acido L-
ascorbico encontre-se na forma de anion monovalente, o L-ascorbato. A dissociacdo da

segunda hidroxila ocorre em pH 11,6 (DAVEY et al., 2000).

O 4cido ascorbico desempenha funcdes essenciais no metabolismo vegetal, onde
funciona como cofator de enzimas envolvidas nos processos de expansdo e divisdo celular e
como co-substrato para a biossintese de fitormonios como o etileno e o acido giberélico
(DAVEY et al., 2000). Além disso, essa molécula apresenta funcio antioxidante, sendo capaz
de interagir enzimatica e ndo-enzimaticamente com EROs formadas em decorréncia do
metabolismo aerdbico, bem como nos processos de fotossintese, lignificacdo da parede celular
e em resposta a condi¢des de estresse, as quais podem causar danos irreparaveis a toda

magquinaria biomolecular da célula (HUANG et al., 2007).

Em células vegetais, a maior parte do acido ascorbico esta localizada no citoplasma, e
cerca de 5 % ¢ transportada através da membrana plasmatica para a regiao do apoplasto, onde
representa a primeira linha de defesa contra EROs produzidos em decorréncia das
perturbacdes ambientais e auxilia nos processos de formagdo da parede da célula, extensdo e
divisdo celular (BARNES; ZHENG; LYONS, 2002; SMIRNOFF, 2001). Algumas pesquisas
mais recentes sugerem o envolvimento do 4cido ascorbico em processos oxidativos induzidos

por estresse, como em resposta ao déficit hidrico (FOTOPOULOS et al., 2008).

Os beneficios associados a saide humana do 4cido ascérbico tanto em sua forma
reduzida (4cido ascorbico) quanto oxidada (4cido dehidroascorbico) advém de sua
participagdo na sintese de colageno e consequente, formacao de cartilagem, ossos, gengivas,

pele e dentes, reforco na atividade de leucocitos e outros componentes do sistema
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imunolégico e efeito protetor contra doengas associadas ao estresse oxidativo, como cancer,
formagdo de catarata, doengas cardiovasculares e envelhecimento (DIPLOCK et al., 1998).
Estas fungdes devem-se grandemente a sua capacidade antioxidante, a qual apresenta um
diferencial em relagdo a outros antioxidantes como os a-tocoferol, carotendides e compostos
fenolicos por ndo gerar produtos toxicos ou radicais como resultado de sua acdo antioxidante
(DAVEY et al., 2000). As estruturas do acido ascorbico nas formas reduzida e oxidada estdo

ilustradas na Figura 2.

Figura 2. Estrutura das formas reduzida (AsA) e oxidada (DHA) da vitamina C.
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Fonte: Autor (2016).

Devido a auséncia de uma das enzimas da via biossintética do 4cido ascorbico em
mamiferos, a espécie humana ndo consegue sintetiza-lo, portanto deve obté-lo através de sua

alimentagdo, principalmente por frutas e hortalicas (STONE, 1984).

As concentracdes de acido ascorbico em vegetais sdo determinadas pelo balango entre
suas taxas de biossintese, oxidagdo e reciclagem (FOYER et al., 1991). O entendimento
desses mecanismos em partes comestiveis de plantas, como € o caso dos frutos, ¢ importante
para estabelecer os mecanismos que controlam os niveis de vitamina C nesses produtos a fim

de produzir/selecionar alimentos com maior valor nutricional e capacidade antioxidante.

2.2.1 Biossintese da vitamina C

A principal via para a biossintese de acido ascorbico em plantas ¢ a que converte
glicose-6-fosfato em 4acido ascorbico via GDP-D-manose, GDP-L-galactose e L-galactose,

conhecida como via Smirnoff-Wheeler (WHEELER; JONES; SMIRNOFF, 1998). Porém,
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alguns estudos sugerem a existéncia de rotas alternativas para a sintese desse composto em
vegetais. Como a via que parte do acido galacturdnico, onde 4cido L-galactonico ¢ formado
através de uma reagdo de reducao e entdo convertido a L-galactona-1,4-lactona. Essa via foi
proposta por AGIUS et al. (2003) apoés a identificacdo da enzima redutase do &cido
galactur6nico em morangos silvestres (Fragaria vesca). Outra rota existente ¢ a do mio-
inositol, onde uma fosfatase converte o inositol-1-fosfato em mio-inositol e este é convertido
em acido glucurdnico pela enzima oxigenase do mio-inositol (EC 1.13.99.1) de Arabidopsis

thaliana (LORENCE et al., 2004).

Na principal via proposta, a de Smirnoff-Wheeler (Figura 3), a conversao da D-
manose-1-P em GDP-D-manose, catalisada por a¢do da enzima pirofosforilase da GDP-
manose (GMP, E.C 2.7.7.13) ¢ critica para a determina¢do dos niveis de acido ascorbico em
algumas espécies vegetais, uma vez que a inibicao da atividade dessa enzima causa uma
evidente reducdao nas concentragdes desse composto (CONKLIN et al., 1999; KELLER;
KOSSMANN, 1999). ALOS; RODRIGO; ZACARIAS (2013) observaram que a expressio
do gene que codifica uma isoforma de GMP ¢ constante nos estadio iniciais do
desenvolvimento de pimenta (Capsicum annuum L.) e decresce gradualmente nos estadios
finais. BADEJO et al. (2007) observaram que ha uma correlagdo positiva entre os niveis de
acido ascorbico e a atividade dessa enzima no decorrer do amadurecimento de acerola
(Malpighia glabra), sendo sua reagao considerada umas das principais para a biossintese de
vitamina C nesse fruto. Ja, IOANNIDI et al. (2009) concluiram que essa correlagdo ¢ negativa
em tomates, provando que a expressdo da GMP ¢ regulada de formas diferentes entre as

diferentes espécies vegetais.

A conversdo da GDP-D-manose em L-galactose inicia-se com uma reacdo de
epimerisacdo nos carbonos 3 e 5 (C3 e C5), catalisada pela enzima epimerase da 3,5-GDP-D-
manose (GME, EC 5.1.3.18). As reacdes subsequentes catalisadas pelas enzimas fosforilase
da GDP-L galactose (GGP, EC 5.1.3.18) e fosfatase da L-galactose-1-fosfato (GPP, EC
3.1.3.25) promovem a liberagdo de L-galactose, a qual ¢ oxidada pela desidrogenase da L-
galactose (GDH, EC 1.1.1.48) para formar L-galactona-1,4-lactona. Este ultimo ¢ entdo
oxidado a acido ascorbico, por acdo da enzima desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona
(GalDH, EC 1.3.2.3), onde o citocromo ¢ atua como aceptor de elétrons (OBA et al., 1994;
SMIRNOFF, 2001; WHEELER et al., 1998).
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Figura 3. Via proposta para a biossintese de 4cido ascorbico em plantas superiores segundo
SMIRNOFF; RUNNING; GATZEK (2004). As enzimas que catalisam as reagdes dessa via
estdo numeradas de 1-9, onde 1: hexose fosfato isomerase; 2: fosfomanose isomerase; 3:
fosfomanose mutase; 4: pirofosforilase da GDP-manose (GMP); 5: GDP-manose-3,5-
epimerase (GME); 6: fosforilase da GDP-L-galactose (GGP); 7: fosfato fosfatase da L-
galactose; 8: desidrogenase da L-galactose (GDH); 9: desidrogenase da L-galactona-1,4-
lactona (GalDH).
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Estudos com extratos de plantas revelam que a desidrogenase da L-galactona-1,4-
lactona (GalDH) ¢ um mondmero de 56 a 57 kDa e altamente especifica para seus substratos,
L-galactona-1,4-lactona e citocromo c. Essa enzima esta localizada na membrana
mitocondrial interna como um componente do complexo I da cadeia transportadora de
elétrons (CTE), embora também haja a possibilidade de ela estar entre os complexos III e IV

(BARTOLI; PASTORI; FOYER, 2000; MILLAR et al., 2003).

A importancia da atividade dessa enzima para a regulacdo dos niveis de acido
ascorbico em plantas ja foi evidenciada por OBA et al. (1994), que detectaram um estimulo na
atividade da GalDH seguido por um aumento na concentragao de ascorbato em tubérculos de
batata. J4, TABATA et al. (2001) observaram que inibi¢cdo da expressdo dessa enzima causa
uma deficiéncia de ascorbato em plantas de tabaco transgénicas. Condi¢des ambientais que
possam causar um estresse oxidativo também estimulam a atividade da GalDH como
observado em batatas minimamente processadas, nas quais um aumento na concentracdao de

EROs aumentou significativamente a atividade dessa enzima (TUDELA et al., 2003).

PATERAKI et al. (2004) encontraram uma correlagdo entre os niveis de transcritos de
GalDH e o aumento no contetdo de ascorbato durante o amadurecimento de meldo (Cucumis
melo). Ja, NASCIMENTO et al. (2005) analisando a biossintese de ascorbato em morango,
observaram que ndo hd aumento significativo na expressdo da GalDH no decorrer do
desenvolvimento desse fruto, assim como nao houve altera¢des na atividade dessa enzima e
nos niveis de ascorbato. Esses autores também reportaram que, mesmo ndo havendo uma
correlagdo entre os niveis de mRNA e a atividade da GalDH, a expressao do gene dessa
enzima pode contribuir para a regulagdao global da atividade enzimatica e niveis de acido

ascorbico em morangos.
2.2.2 Catabolismo da vitamina C

O 4cido ascorbico pode sofrer oxidagdo ndo enzimadtica, atuando diretamente como
antioxidante ao doar elétrons para EROs, e enzimatica, quando funciona como uma agente
redutor em reagdes catalisadas por enzimas como a peroxidase do ascorbato (APX) e a

oxidase do ascorbato (AO).

As peroxidases vegetais sd3o enzimas que contém ferro como cofator e que utilizam um
substrato como agente redutor do perdxido de hidrogénio (HODGES, 2003). No caso da APX
o ascorbato ¢ o agente redutor, o qual serd oxidado a monodehidroascorbato (MDHA) para

auxiliar na redugdo do H>O» a dgua. Essa enzima ¢ a principal removedora do H>O» produzido
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nos cloroplastos, onde esta localizada, e ¢ capaz de promover a desintoxicagdo mesmo em
baixas concentragdes dessa EROs devido a sua elevada afinidade por ela (ZIMMERMANN;
ZENTGRAF, 2005). COCETTA et al. (2012) observaram que a expressao da APX ¢ maior
nos estadios 1 e 3 de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.). Em pimentas, essa enzima ¢

constantemente expressa durante todo o seu desenvolvimento (ALOS et al., 2013).

A oxidase do ascorbato pertence a classe de oxidases que possuem cobre ligado e
catalisa a oxidagdo do 4cido ascérbico a MDHA, com concomitante reducdo do oxigénio
molecular (O2) a agua (LOEWUS, 1980). E uma enzima que esta localizada na parede celular
vegetal e modula os processos de expansdo e divisdo celular, sendo altamente expressa em
tecidos vegetais em crescimento (AL-MADHOUN; SANMARTIN; KANELLIS, 2003;
KATO; ESAKA, 2000).

Independente da forma de oxidacdo, para manter niveis estaveis de acido ascorbico na
célula, ¢ necessario que haja um processo de reciclagem, do contrario o pool de ascorbato
cairia em questdo de horas (ASADA, 1992). A via de reciclagem do ascorbato-glutationa
proposta por FOYER; HALLIWELL (1976) comeca a partir da acdo oxidativa das enzimas
APX e AO. O primeiro produto formado ¢ o radical monodehidroascorbato (MDHA), o qual
apresenta uma constante de decaimento de 2,8x10° M.s!' em pH 7,0 (FOYER et al., 1991). O
MDHA pode ser reduzido de volta a ascorbato por agdo da enzima redutase do
monodehidroascorbato (MDHAR, EC 1.6.5.4), a qual utiliza o poder redutor do NADH. Pelo
fato de MDHA ser um radical, duas moléculas desse composto podem ser espontaneamente
convertidas em ascorbato e dehidroascorbato (DHA), que ¢ instavel em meio aquoso, onde
sofre uma clivagem hidrolitica que da origem ao &acido 2,3-dicetogulonico. Em meio
bioldgico, no entanto, o DHA pode ser convertido em 4cido ascoérbico por a¢do da enzima
redutase do dehidroascorbato (DHAR, EC 1.8.5.1), a qual utiliza a glutationa reduzida (GSH)
como agente redutor. A glutationa oxidada (GSSG) liberada como produto dessa reacao ¢
regenerada por acdo da enzima redutase da glutationa, (GR, EC 1.8.1.7) as custas do poder

redutor do NADPH.
2.2.3 Estresses abioticos e 0 metabolismo da vitamina C

Pelo fato da ultima enzima da via de biossintese da vitamina C em plantas, a GalDH
fazer parte do complexo da CTE mitocondrial, uma relagao positiva entre a taxa de respiracao
celular e a sintese de 4acido ascorbico ja foi evidenciada em mitocondrias de plantas.

Indicando que esse processo metabdlico coordena a sintese desse antioxidante e que ¢
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estimulado por situagdes de estresse (MILLAR et al., 2003). Dessa forma, sinais que
modulam a taxa de respiragdo mitocondrial também promovem um impacto sobre a producdo
de acido ascorbico e consequentemente sobre as respostas as situagdes de estresse oxidativo
(MILLAR et al., 2003). Diferente da enzima terminal que produz 4cido ascérbico em animais
e fungos, a GalDH vegetal ndo produz H>O; como subproduto de sua reacdo (SMIRNOFF,
2001). Tal caracteristica deve ter a finalidade de evitar uma oxidagdo excessiva da CTE e
danos as enzimas envolvidas no ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, pelo fato de a mitocondria
vegetal ser muito sensivel a inibi¢do oxidativa de sua funcionalidade (NULTON-PERSSON;
SZWEDA, 2001; SWEETLOVE et al., 2002). Além disso, o status redox da CTE em plantas
parece ser critico para o controle do status redox da célula como um todo (DUTILLEUL et

al., 2003).

Estudos sobre estresse oxidativo também tém demostrado uma relagao positiva entre a
atividade de outras enzimas da via Smirnoff-Wheeler e enzimas da via ascorbato-glutationa
de reciclagem e os niveis de acido ascorbico; plantas estressadas mostram um aumento na
quantidade de transcritos e na atividade de todas as enzimas envolvidas na biossintese e
reciclagem (DOWDLE et al.,, 2007; GILL; TUTEJA, 2010). Estudos mostram que a
irradiacdo de folhas de Arabidopsis thaliana com luz de elevada intensidade provoca um
aumento de EROs e um incremento no contetdo de acido ascorbico, o qual ¢ acompanhando
por uma maior expressdo e atividade da GGP (DOWDLE et al., 2007; MULLER-MOULE,
2008; YABUTA et al., 2007). Em tomates submetidos a sombra, os niveis de acido ascorbico
declinam, uma resposta pode estar ligada a uma reducao na expressao da GGP (MASSOT et
al., 2012). Transcritos de GGP de tomates aumentaram significativamente 3 h apds a planta
ser transferida de um ambiente com condi¢des de andxia para um ambiente com atmosfera
normal; nenhum resultado semelhante foi observado em resposta ao tratamento térmico dessas
plantas (IOANNIDI et al., 2009), mostrando que o aumento na concentracdo de EROs pode
ser um pré-requisito para que ocorra uma regulacdo nas vias metabdlicas que levam ao

acimulo de vitamina C em resposta a situagdo de estresse por déficit de oxigénio.

O estudo da expressdo e atividade de enzimas que contribuem para a sintese,
catabolismo e reciclagem do 4cido ascérbico pode contribuir para o entendimento dos
mecanismos que podem levar ao acumulo dessa molécula em alguns orgaos vegetais em
determinados periodos do seu desenvolvimento. O entendimento do funcionamento e
integracdo das vias biossintética e de reciclagem e dos efeitos que alteracdes nas condigdes

ambientais, tais como as situacdes de estresse, podem causar devem auxiliar no progresso da
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engenharia genética de plantas e na otimizacgao de tecnologias pds-colheita a fim de produzir

frutos com um maior conteudo de vitamina C.

2.3  Metabolismo de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, os quais
apresentam um grupo fenol: um grupo hidroxila funcional e um anel aromatico. Estes
constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos:
alguns sdo soliveis apenas em solventes organicos, outros s3o dacidos carboxilicos e
glicosideos soluveis em agua e ha, ainda, aqueles que sdao grandes polimeros soluveis (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Do ponto de vista do metabolismo antioxidante, os compostos fenolicos sao
classificados como antioxidantes primdrios que atuam principalmente na eliminagdo de
espécies reativas, retardando ou inibindo a etapa inicial, ou etapas em progresso, da oxidagao
de lipidios, a qual causaria a formagdo de compostos volateis como aldeidos e cetonas que

causam o denominado “ran¢o” de alimentos (ALAMED et al., 2009).

Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil por ser
este mais prevalente na etapa da autoxidagdo e por possuir menor energia do que outros
radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio. O radical fenoxil resultante, embora
relativamente estavel, pode interferir na reacdo de propagagdo ao reagir com um radical
peroxil, via intera¢do entre radicais. O composto formado, por acdo da luz ultravioleta e
temperaturas elevadas, podera originar novos radicais, comprometendo a eficiéncia do
antioxidante, que ¢ determinada pelos grupos funcionais presentes e pela posi¢ao que ocupam

no anel aromatico, bem como pelo tamanho da cadeia desses grupos (DECKER, 1998).
2.3.1 Biossintese de compostos fenolicos

Quando as primeiras plantas surgiram a partir das algas verdes ancestrais, elas tiveram
que encarar condi¢des ambientais dificultosas, incluindo a menor disponibilidade de agua,
radiagdo UV e a susceptibilidade ao ataque de patdgenos microbianos (KENRICK; CRANE,
1997). A emergencia da via de biossintese dos compostos fendlicos estd entre umas das mais
importantes adaptagdes das plantas que as permitiram habitar o ambiente terrestre e a

sobreviver sob diferentes condigdes adversas (FERRER et al., 2008).

Os fenilpropanoides sdo os precursores da maioria dos compostos fenodlicos que

desempenham fun¢des no metabolismo das plantas como flavonoides, isoflavonoides,
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cumarinas e estilbenos. Esses compostos apresentam uma fun¢do importante na defesa de
plantas contra patdgenos e outros predadores, bem como na prote¢do contra radiagdo UV e
como moléculas reguladoras nos processos de transdugdo de sinal e comunicagdo com outros

organismos (FERRER et al., 2008).

Na maioria das espécies que apresentam a via metabolica dos fenilpropanoides,
transformagdes enzimaticas redirecionam o fluxo de carbonos provenientes do metabolismo
primario, onde o aminoacido fenilalanina ¢ utilizado como substrato, para o metabolismo
secundario (Figura 4). A desamina¢ao ndo oxidativa da L-fenilalanina, catalisada pela enzima
fenilalanina amonia liase (PAL, EC 4.3.1.24), resulta na formagao de acido trans-cinamico, o
“esqueleto” de fenilpropanoides que originard os demais (FERRER et al., 2008). A PAL, por
catalisar a primeira etapa na via de sintese dos fenilpropanoides, consiste em um ponto
importante na regulacdo entre os metabolismos primario e secundario, o que faz com que essa

enzima seja extensivamente estudada.

Essa enzima ¢ codificada por uma pequena familia de genes vegetais que possuem
quatro membros em Arabidopsis thaliana (PALI — PAL4) (RAES et al., 2003), sendo
amplamente distribuida no citoplasma, plastidios, mitocondrias € microcorpos de células de
plantas superiores (HANSON, 1981; MACDONALD; D'CUNHA, 2007). Sua massa
molecular varia entre 270 a 330 kDa em uma estrutura tetramérica, constituida por quatro
cadeias polipeptidicas idénticas. O pH 6timo para a reacdo da PAL varia entre 8 e 8,7, sem

requerer qualquer cofator (MACHEIX; FLEURIET, 1990).

Reacdes subsequentes a PAL levam a sintese de flavonoides e acidos fenolicos
simples, os quais s30 os compostos fenolicos mais comuns Os flavonoides apresentam um
esqueleto difenilpropano e sua eficiéncia como neutralizador de espécies reativas depende do

numero de grupos hidroxila e de suas posi¢cdes (FERRER et al., 2008).



Figura 4. Biossintese de fendlicos a partir da fenilalanina. Fonte: (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Antocianinas e flavonoides sdo compostos fendlicos com elevada capacidade
antioxidante que se acumulam durante o desenvolvimento de frutos (SOUZA et al., 2014).
Dentre estes, as antocianinas do tipo cianidina e os flavonoides amarelos do tipo quercetina
apresentam forte capacidade de neutralizagdo do radical superoxido, onde tal capacidade
antioxidante parece estar relacionada ao nimero de hidroxilas presentes na estrutura desses

polifenois (HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; SOUZA et al., 2014).
2.3.2 Catabolismo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser oxidados nao-enzimaticamente por oxidagao
quimica ou por acdo de enzimas. Essas reagdes de oxidacdo provocam o escurecimento de
alimento ricos nesses compostos (MANZOCCO et al., 2000). A influéncia dessas reacdes na
capacidade antioxidante de frutos ¢ largamente estudada. A oxidagdo de fendlicos leva a
perda de sua capacidade antioxidante; contudo, algumas pesquisas sugerem que fenodlicos
parcialmente oxidados podem exibir capacidade antioxidante maior do que aqueles nao
oxidados (DA PORTO et al., 2000; DE GAULEJAC et al., 1999; NICOLI; ANESE;
MANZOCCO, 1999).

O escurecimento observado quando a maioria das frutas e hortali¢as sofre danos
mecanicos por corte, trituracdo ou processamento, ¢ oriunda de reagdes catalisadas pela
enzima polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1). A acdo dessa enzima em varios produtos
vegetais in natura acarreta perdas econOmicas consideraveis, além de diminuicdo da
qualidade nutritiva e alteragdo do sabor (ARAUJO, 2004).

A polifenoloxidase ¢ uma enzima que contém cobre e ¢ capaz de catalisar dois
diferentes tipos de reacdo: a hidroxilacdo de monofendis a o- difenois e a de hidrogenagao de
o- difenois a o- quinonas (Figura 5). As quinonas produzidas conduzem uma série de reacdes
ndo enzimaticas que produzem pigmentos € melanina de cor marrom escura. Na maioria dos
tecidos vegetais, essa enzima esta localizada nos plastidios, enquanto que seus substratos
localizam-se no vacuolo celular. Dessa forma, a atividade da PPO s6 ocorre quando héa a
ruptura de tecidos e a liberacdo do conteudo desses compartimentos, 0o que proporciona o

encontro da enzima com seu substrato (YORUK; MARSHALL, 2003).
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Figura 5. Reacdo catalisada pela enzima polifenoloxidase (PPO).
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A localizagdao celular da PPO pode indicar o envolvimento dessa enzima com a
fotossintese. Uma elevada atividade desta parece ocorrer em cloroplastos com atividade
intensa, onde ha uma elevada taxa de liberacdo de O, (TOLBERT, 1973), indicando que a
PPO pode atuar na manutenc¢do do equilibrio oxidativo sob condi¢des ambientais adversas na
presenga de oxigénio ou de EROs (BOECKX et al., 2015). Além disso, € possivel que essa
enzima atue indiretamente estimulando o metabolismo secundério, especificamente na sintese
de compostos fenolicos, o que poderia promover uma maior dissipagdo de energia quando sob

excesso de luminosidade (GRACE; LOGAN, 2000).
2.3.3 Estresses abioticos e 0 metabolismo de compostos fenolicos

Estudos tém demostrado que a expressao de genes que codificam a PAL ¢ influenciada
por uma grande variedade de estimulos ambientais como patogenos, injurias, deficiéncia
nutricional, temperaturas extremas, radiacdo UV, dentre outros (DIXON; PAIVA, 1995;
EDWARDS et al., 1985; LAWTON et al., 1983; LIANG et al., 1989). ABREU et al. (2002)
estudaram substancias de interesse farmacoldgico de Hypericum brasiliense Choisy e
verificaram que a produ¢do de metabdlitos secunddrios era estimulada em resposta as
condigdes de estresse. De acordo com o modelo proposto por JACOBO-VELAZQUEZ et al.
(2011), as EROs, mais especificamente o radical superoxido, produzidas como resultado do

aumento da atividade da NOX sob situacdes de estresse, atuam como sinalizadores que irdo
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desencadear uma maior expressdo e atividade da PAL, o que culminard com uma maior

producdo de compostos fendlicos que atuardo na defesa celular contra o estresse.

Como ja foi exposto anteriormente, os compostos fendlicos vém sendo largamente
estudados devido as suas propriedades benéficas para a saude humana. E que diferentes
subgrupos desses compostos apresentam diferentes caracteristicas reativas e,
consequentemente devem apresentar diferentes taxas de sitese e degradacdo quando tecidos
vegetais sdo submetidos a condi¢des de estresse que desencadeiam uma alteragdo no
metabolismo destes. O entendimento de como estresses abiodticos influenciam no contetido
desses antioxidantes em tecidos vegetais utilizados na alimentacdo humana parece ser

fundamental como ferramenta para incremento na qualidade nutricional destes produtos.

2.4 Frutos da aceroleira

A aceroleira, Malpighia emarginata DC, € originaria da América Tropical e pertence a
familia Malpighiaceae. Seu fruto ¢ conhecido como acerola ou cereja das Antilhas e quando
maduro, apresenta coloracao variando do vermelho ao vermelho-escuro, tamanho entre 1 a 3
cm de didmetro, peso entre 2 a 10 g e sabor predominantemente acido (SIMAO, SLIM, 1971).
O Nordeste brasileiro € a regido onde a aceroleira melhor se adaptou incentivando a instalacdo
de grandes empreendimentos agroindustriais em torno da cultura (DE PAIVA et al., 1999).
No Ceard, uma area de 2.854 ha plantados produziu 16.527 toneladas de acerola, em 2013
(ADECE, 2013).

A acerola ficou conhecida por ser uma 6tima fonte de vitamina C, tornando-se popular
como um alimento funcional entre os consumidores mais preocupados em manter a saude, os
quais preferem obter essa vitamina de fontes naturais, por ser melhor absorvida pelo
organismo humano se comparada a fontes sintéticas (DE ASSIS et al., 2008). A maior parte
de sua producao ¢ comercializada em forma de polpa, que tem sido largamente utilizada no
enriquecimento vitaminico do suco de outras frutas, e a pasta de seus frutos verdes como
matéria-prima para a fabricacdo de cépsulas de vitaminas (MENEZES et al., 2009).

OLIVEIRA et al. (2012) relataram contetidos de vitamina C em cinco clones de
aceroleira que variavam entre 2.453 e 3.756 mg.100 g MF no inicio do desenvolvimento
desses frutos, chegando a valores entre 1.201 e 1.820 mg.100 g! MF quando completamente
maduros. SOUZA et al. (2014) também observaram um decréscimo, cerca de 40%, no
conteudo dessa vitamina no decorrer do amadurecimento de clones de acerola. Apesar dessa
redugdo, a concentragdo de vitamina C nesses frutos quando maduros (> 1.000 mg.100 g"'MF)

ainda ¢ bastante elevada quando comparado a outros frutos comercialmente importantes e
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conhecidos como ricos nesse composto, tais como laranja (em média 62,50 mg.100 g"'MF),
goiaba (em média 135,70 mg.100 g'MF) e caju (em média 279,37 mg.100 g"'MF) (COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010; LOPES et al., 2012; SILVA et al., 2010). Tal reducao pode
ocorrer devido a menores taxas de biossintese e reciclagem nos estadios mais tardios do
desenvolvimento. BADEJO; FUJIKAWA; ESAKA (2009) observaram que hd picos de
mRNA que codificam as enzimas GMP e GalDH durante as fazes de maturacao de acerola, os
quais decaem quando o fruto ja estd maduro, ou seja, a concentracao de acido ascérbico em
acerola mostra uma correlagdo positiva com os niveis de expressdo dos genes envolvidos na
biossintese desse composto.

Ja em relacao a reciclagem do acido ascorbico, ELTELIB et al. (2011) encontraram
uma elevada correlagdo entre a atividade e a abundancia de mRNA das enzimas MDHAR ¢
DHAR em resposta ao amadurecimento de acerola. Nesse estudo também foi observado que a
expressao dessas duas enzimas de reciclagem ¢ regulada a nivel transcricional pelo baixo
conteudo de 4cido ascorbico. Além disso, pesquisas recentes visam a producdo de plantas
transgénicas a partir da insercdo de genes que codificam algumas enzimas do metabolismo da
vitamina C provenientes de acerola. ELTELIB; FUJIKAWA; ESAKA (2012) inseriram o
gene que codifica a enzima MDHAR de acerola em tabaco a fim de que este apresentasse uma
maior concentragdo de acido ascorbico e, com isso, uma maior resisténcia a condi¢des
ambientais de estresse.

A excepcionalidade do contetdo de vitamina C das acerolas pode ser ratificada através
de anélises de PCR em tempo real, com as quais foi evidenciado que os mRNA dos genes que
codificam as enzimas de biossintese do acido ascorbico eram muito mais abundantes em
acerola do que em Arabidopsis thaliana. Os niveis de expressdo das enzimas GMP, GME e
GDH em acerola foram 30 a 100 vezes maior em acerola e para GGP e GaLDH, foi 700 e 5
vezes maior, respectivamente (BADEJO et al., 2009). Esses resultados corroboram com o
elevado contetido de vitamina C em acerolas.

Em adi¢do a vitamina C, os frutos de aceroleira também sdo uma excelente fonte de
outros antioxidantes como fenodlicos, tais como as antocianinas e fenolicos mais simples
(DELVA; GOODRICH, 2010; HANAMURA et al., 2005). Nesses frutos, cianidina,
pelagornidina e quercetina sdo os polifendis mais encontrados, os quais apresentam uma
elevada capacidade antioxidante (HANAMURA et al., 2005). De acordo com SOUZA et al.
(2014), antocianinas e flavonoides amarelos sdo os polifendis mais abundantes nos clones

Flor Branca, Florida Sweet ¢ BRS 366 de acerola, nos quais o conteudo de antocianinas
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aumenta no decorrer do processo de amadurecimento. Segundo (OLIVEIRA et al., 2012), o
contetido de antocianinas em acerola pode variar entre 0,19 e 47,4 mg.100 g''MF.

Cianidina-3-raminosideo e pelargonidina-3-raminosideo parecem ser as principais
antocianinas presentes nesses frutos (DE BRITO et al.,, 2007; DE ROSSO et al., 2008;
SOUZA et al., 2014). A quercetina 3-raminosideo ¢ o flavonoide amarelo mais abundante
encontrado em uma diversidade de clones de acerola ja estudados (OLIVEIRA et al., 2012;
SOUZA et al., 2014).

Pelo fato de ja ter sido evidenciado que aplicagdes de estresses horméticos causam um
acumulo de compostos antioxidantes em frutos e hortalicas (CISNEROS-ZEVALLOS, 2003),
o uso de tratamentos brandos, bem como o entendimento de como esses atuam na fisiologia
dos frutos, poderiam funcionar como técnicas para incrementar a qualidade nutricional de
acerolas, além de possivelmente torna-las atrativas e consumiveis por um maior periodo de

tempo.
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3. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral analisar os efeitos do tratamento pos-
colheita com LP (0,6 J.cm-?) sobre o metabolismo de vitamina C e de compostos fendlicos em

frutos de aceroleira (Malpighia emarginata DC) durante o armazenamento refrigerado.
Para chegar ao objetivo geral, os objetivos especificos sdo:

— Analisar os efeitos da LP sobre o contetido de vitamina C total bem como de suas
formas reduzida e oxidada em acerolas imediatamente apos o tratamento e ao final de sete

dias de armazenamento refrigerado;

- Observar como a LP afeta a atividade da Gltima enzima da via de biossintese do acido

ascorbico bem como a expressao génica de outras as enzimas dessa via;

— Analisar como a LP influencia a concentracdo de compostos fenolicos totais, seu

perfil, sua biossintese e degradacao enzimatica;

— Observar se o tratamento com baixas doses de LP ¢ capaz de ativar as vias de
biossintese de EROs induzindo um estresse oxidativo que poderia desencadear processos de

defesa nas células vegetais;

— Avaliar o potencial uso da LP como indutor de estresse hormético com a finalidade de
aumentar a concentracdo de compostos nutracéuticos em acerola durante o periodo de

armazenamento pos-colheita.
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4. Materiais e Métodos

4.1  Material vegetal

Acerolas (Malpighia emarginata DC) maduras (2 kg) foram adquiridas em comércio
local de Fortaleza, CE, selecionadas de acordo com a cor vermelha e tamanho maximo e
entdo, transportadas ao Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Frutos da Universidade
Federal do Ceara, em Fortaleza. Antes do tratamento, os frutos foram lavados usando agua
destilada e divididos em dois lotes, onde um seria submetido ao tratamento € o outro como

controle.
4.2 Tratamento com luz pulsada

O tratamento com luz pulsada foi realizado no aparelho XeMaticA-2LXL (SteriBeam®
GmbH, Alemanha) do Laboratorio de Processos Agroindustriais da Embrapa Agroindustria
Tropical (Fortaleza, CE). Os frutos foram tratados com dois pulsos com energia de 0,3 J.cm™
cada. Apds o tratamento, metade dos frutos tratados foi imediatamente processada e
armazenada a -80 °C em Ultra-freezer Revco Value Plus (Thermo Fischer Scientific®,
Asheville, NC-EUA), consistindo estes nas amostras tratadas (LP") do tempo 0, enquanto que
a outra metade foi armazenada a 10 °C por sete dias, consistindo nas amostras tratadas (LP")
do tempo 7. Os frutos do grupo controle foram submetidos as mesmas condigdes de
armazenamento sem a exposi¢ao a luz pulsada. Os frutos controle e tratados utilizados nas
avaliacoes de expressao génica foram imediatamente submetidos ao congelamento em

nitrogénio (N2) liquido ainda integros e depois, liofilizados e entdo, processados.

As amostras foram processadas em um liquidificador doméstico (Arno Optimix Plus
550 W, Sdo Paulo, SP) e desidratadas em liofilizador (Liotop® L1202, Sdo Carlos, SP). As
amostras liofilizadas foram maceradas com N> liquido para a obtengdo de um p6 fino,
acondicionadas em sacos a vacuo até que fossem avaliadas como descrito a seguir sob
supervisao do Dr. Luis Cisneros-Zevallos no Department of Horticultural Sciences da Texas

A&M University na cidade de College Station, Texas, Estados Unidos.



34

4.3 Avaliacoes do metabolismo de vitamina C
4.3.1 Determina¢do de vitamina C

O contetido de vitamina C total e de suas formas reduzida, AsA, e oxidada, DHA
foram mensurados de acordo com o método proposto por CHEN, J.; WANG (2002). Amostra
(100 mg) foi homogeneizada em Ultra-Turrax® (IKA, Staufen, Alemanha) com 1 mL de
acido tricloroacético (TCA) 5%, filtrada em quatro camadas de tecido de trama fina e
centrifugada em centrifuga 5417 C (Eppendorf AG®, Hamburg, Alemanha) a 16.000 xg por

10 min a 4 °C. O sobrenadante foi usado como extrato para a determinagao de vitamina C.

Para a quantificagdo de AsA, uma mistura contendo 50 pL do extrato, tampao fosfato
10 mM (pH 7,7), TCA 2%, écido fosforico 8,8%, 2,2-bipiridil 0,8% e tricloreto de ferro 0,3%
foi incubada a 37 °C por 60 min e entdo, absorbancia foi monitora a 525 nm em leitor de
microplacas (Synergy HT, Bio-Tek® Instruments, Inc., VT-EUA). Para a quantificagio de
vitamina C total, uma mistura contendo 50 puL de extrato, tampao fosfato 5 mM (pH 7,7) e
DTT 0,01 mM foi mantida em repouso a temperatura ambiente (25 °C) por 10 min. Apds esse
periodo, foram adicionados TCA 2%, é4cido fosforico 8,8%, 2,2-bipiridil 0,8% e tricloreto de
ferro 0,3%; a mistura foi mantida a 37 °C por 60 min e em seguida a absorbancia foi medida a
525 nm. O DHA foi quantificado a partir da diferenca entre a concentracdo de vitamina C
total e de AsA. Uma curva padrio de acido ascorbico (Sigma-Aldrich®, MO-EUA) foi
utilizada no calculo das andlises e os resultados foram expressos em mg.100 g'massa seca

(MS).

4.3.2 Atividade da desidrogenase da L-galactona-1,4-lactona (GalDH, EC 1.3.2.3)

A atividade da enzima foi determinada de acordo com OBA et al. (1994).
Inicialmente, as mitocondrias foram extraidas de 300 mg de amostra suspensos em 4 mL de
solucdo extratora gelada composta pelo tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7,4), sacarose 400
mM, 2% de polivinilpirrolidona (PVP) e B-mercaptoetanol 50 mM por homogeneizacdo da
mistura por 2 min em Ultraturrax®. A solugao final foi filtrada e centrifugada a 500 xg por 10
min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi coletado e novamente centrifugado a 10.000 xg por
10 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspenso em tampao Tris-HCI (pH 7,4) contendo sacarose
400 mM e novamente centrifugado a 10.000 xg por 10 min a 4 °C. Essa etapa de lavagem foi

realizada duas vezes e o precipitado final resultou na fragao mitocondrial.
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O ensaio de atividade da GalDH foi realizado com um extrato proteico preparado a
partir da fracdo mitocondrial, a qual foi resuspensa em solu¢do contendo tampao Tris-HCl
(pH 7,4), sacarose 0,4 M, EDTA 1 mM e 01% (v/v) de Triton X-100, incubada por 1 ha 4 °C
e entdo, centrifugada a 10.000 xg por 10 in a 4 °C. O sobrenadante foi separado e usado como

extrato de proteinas mitocondriais para analise de atividade enzimatica.

A atividade da GalDH foi mensurada a partir de uma mistura composta por 10 uL de
extrato protéico mitocondrial e citocromo ¢ 80 mM, a qual foi incubada por 10 min a
temperatura ambiente (25 °C) e teve em seguida, a adicdo do substrato enzimatico L-
galactona-1,4-lactona (L-Gal) 4,6 mM, que desencadeou o inicio da reacdo. O aumento na
absorbancia a 550 nm, causado pela redugdo do citocromo ¢ (¢ = 21,3 mM'cm™), foi
monitorado a cada 1 min por 30 min. Uma unidade de atividade foi definida com a quantidade
de enzima requerida para oxidar 1 nmol de L-Gal (equivalente a formacdo de 2 nmol de

citocromo c reduzido) por minuto e expressa como nmol L-Gal oxidada.mg 'proteina.min™.
4.3.3 Andlise de expressao génicas das enzimas da via de biossintese da vitamina C

Para extragdo de RNA total e qRT-PCR, 100 mg de amostra macerada em N2 liquido
foram submetidas a extracio de RNA total utilizando RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®),
seguindo orientagdes do fabricante. O extrato de RNA total foi tratado com DNase I, para
evitar possiveis contamina¢des com DNA, e entdo analisado qualitativa e quantitativamente
por eletroforese em gel de agarose 1% e por espectrofotometria em aparelho NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop® Technologies). Para a sintese de cDNA, 200 ng de RNA total foram
reversamente transcritos com o auxilio do kit SuperScript III first-strand synthesis supermix
(Invitrogen), seguindo as orientagdes do fabricante. Finalmente, solugdes contendo cDNA
foram usadas para PCR em tempo real (QRT-PCR), para a qual foi utilizado Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), de acordo com instrugdes do fabricante. A
amplificacao foi realizada em 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems®).
A sequéncia dos primers utilizados esta listada na Tabela 1 e foram adquiridos pela Integrated
DNA Technologies (IDT). A expressdo relativa de cada gene foi normalizada pela utilizacdo
do gene para actina e foi calculada seguindo o método comparativo Ct (AACt), também

conhecido como método 242,



Tabela 1. Sequéncias de iniciadores (Primers) utilizados nas andlises de expressdo génica.

Primer Sequéncia

MgGMP-F 5’-TTGTCGAGTCGGGAGTTAGA-3’
MgGMP-R 5’-CAACCGATGATGCTGCTAGATA-3’
MgGME-F 5’-CCTCTAGTGCTTGCATCTATCC-3’
MgGME-R 5’-CTAGCTTCTCCAAGCCGTAAG-3’
MgGGP-F 5’-AGGCTTCTTGCAGAGGTTTC-3”
MgGGP-R 5’-CTCACTGCTATTGCCACTGTAT-3’
MgGDH-F 5’-GAACTGAAGGCTGCATGTAAAG-3’
MgGDH-R 5’-CCAGCACGGTTGGTATATCTT-3’
MgGalLDH-F 5’-GAGCATGCAGGACCTTGATTA-3’
MgGalLDH-R 5’-GCTGTCCACCGTTGTTCTAT-3"
MgACT-F 5’-GGGCATCGGAAACGTTCAGCACCG-3°
MgACT-R 5’-CGTTCACCACTACTGCTGAACGAG-3’

4.4  Avaliacio do metabolismo dos compostos fenolicos

4.4.1 Determinagdo do conteudo de compostos fendlicos totais

36

Para a extracdo de compostos fendlicos, amostras (100 mg) foram suspensas em 1,5

mL de solucdo com 80% de etanol e 1% de HCl. A mistura foi homogeneizada em agitador

orbital (MS Orbital Shaker, Major Science, Saratoga, CA-EUA) por 12 h a 4 °C em

velocidade de 60 rpm. A solugdo resultante foi entdo centrifugada a 10000 xg por 20 min a 4

°C e o sobrenadante foi utilizado na quantificacdo de compostos fenolicos. A determinacao

utilizou o reagente Folin-Ciocalteu 13 mM e carbonato de sédio (Na;COs) 53,5 mM, de

acordo com a metodologia proposta por SWAIN; HILLIS (1959). A mistura foi mantida em

repouso por 2 h a temperatura ambiente (25 °C) e entdo, a absorbancia foi monitorada a 725

nm. Uma curva padrio de 4cido clorogénico (AC, Sigma-Aldrich®, MO-EUA) foi utilizada

como padrao para os calculos. Todavia, como o contetido de vitamina C em acerola ¢ alto,

esta poder interferir na quantificagdo de fendlicos pelo reagente de Folin entdo, os valores
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foram corrigidos como mostrado na equagio 1, de acordo com (SANCHEZ-RANGEL et al.,
2013). Os resultados foram expressos em mg de acido clorogénico.100 g! MS.
Equagao 1:
Cc = Cnc - CACasa.

Onde, Cc: concentragdo de AC corrigida expressa em mg AC.100 g'MS; Cnc: concentragio
ndo corrigida de AC expressa em mg AC.100 g'MS; CACasa: concentracdo de AC relativa a
concentragio de AsA nas amostras usadas em mg AsA.100 g'MS e corrigida para AC, onde 1

mg de AsA corresponde a 1,43 mg de AC.
4.4.2 Determinagdo do perfil de compostos fendlicos

Para a determinacdo dos tipos de fendlicos presentes nas acerolas no decorrer do
armazenamento, 30 mg de amostra liofilizada foram homogeneizados por 12 h a 4 °C com 1
mL de metanol 85% para a obten¢do do extrato bruto. Esse extrato foi fracionado utilizando
cartuchos C-18, em quatro fragdes, acidos fendlicos (F1), antocianinas (F2), flavondis (F3) e
antocianinas poliméricas/proantocianidinas (F4) como foi proposto por (OSZMIANSKI;

RAMOS; BOURZEIX, 1988).

Inicialmente, o pH do extrato bruto foi ajustado para 7,0 com NaOH 5 N. Uma
aliquota de 10 mL desse extrato foi adicionada ao cartucho SEP Pack C18 (55-105 pm,
Waters® Corp., Milford, MA), previamente condicionado com 25 mL de metanol 100% e 25
mL de 4gua ultra-pura e ajustado o pH para 7,0. Os compostos fenolicos neutros presentes no
extrato bruto foram adsorvidos ao cartucho, enquanto que os acidos foram eluidos e coletados.
O cartucho C-18 foi lavado com 25 mL de dgua, com a qual foram carreados alguns fendlicos,
formando uma solucdo cujo pH foi ajustado para 2,0. Essa solucdo resultante foi entdo
adicionada a outro cartucho C-18 previamente condicionado com 25 mL de metanol 100% e
acidificado com 25 mL de agua ultra-pura, pH 2. Os acidos fendlicos ligados a matriz do
segundo cartucho (F1) foram, entdo eluidos com 25 mL de metanol 100%. O primeiro
cartucho foi também acidificado a pH 2,0 e 25 mL de uma solucdao 16% de acetonitrila (pH
2,0) foi utilizada para eluir as antocianinas (F2). Os flavonois (F3) foram eluidos a partir do
primeiro cartucho por posterior adigdo de 25 mL de acetato de etila 100%, enquanto que para
a obtencdo de antocianinas poliméricas e proantocianidinas (F4), foi utilizado 25 mL de

metanol 100%.
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As fracdes foram entdo submetidas a secagem por evaporagdo do respectivo solvente a
45 °C utilizando um rotaevaporador (Sevant® speedvac SC 100, CA-EUA). Finalmente, as
fragdes foram ressuspensas em metanol 85%, mantendo uma concentragao final de fenolicos

por fracdo de 5 mg.mL™".

Compostos fenodlicos individuais foram identificados com base no tempo de retengao,
espectro de absor¢do no UV e sua relagdo massa/carga (m/z), através de LC-MS/MS
(Thermo® Finnigan, CA-EUA). As elui¢des foram realizadas com solvente A, o qual consistia
de acetonitrila e metanol (1:1 com 0,5% de acido formico) e solvente B (dgua com 0,5% de
acido formico). O gradiente de eluicdo foi composto por acetonitrila/metanol (1:1), &cido
formico (0,5:99,5, v/v) (solvente A) e acido formico-agua (0,5:99,5) (solvente B). As
condigdes de eluicao utilizadas foram: 0 — 2 min, A 2%, B 98%; 3 — 5 min, A 5%, B 95%, 5 —
30 min, A 20%, B 80%; 30 — 72 min, A 35%, B 65 %; 72 — 83 min, A 100%, B 0%; 83 — 85
min foi isocratico, A 100%; 87 — 90 min A 2%, 98% até as condi¢des iniciais. O
cromatograma foi monitorado a 330, 280 ¢ 210 nm, e um espectro completo entre 200 — 600
nm. Nitrogénio foi usado como gés de solvatagio a 275 °C e uma taxa de fluxo de 60 L.h!, e
o gas He foi utilizado como um gas de arraste. O espectro de massa foi obtido em LCQ Deca
XO Max MS" system (Thermo® Finnigan, CA-EUA) equipado com um auto injetor, uma
bomba quaternaria Surveyor 2000 e um detector Surveyor® UV 2000 PDA. A corrida foi
monitorada no software Xcalibur® versio 1.3. As separa¢des foram conduzidas usando o
Phenomenex® (Torrance, CA, EUA) Synergi 4 pm Hydro-RP 80* (150 mm x 4,6 mm x 3

mm) com uma coluna C18.
4.4.3 Atividade da fenilalanina aménia liase (PAL, EC 4.3.1.24)

A atividade da PAL foi mensurada a partir da quantificacdo de acido frans-cinamico, a
partir de uma mistura de reagdo, por LC-MS, baseado no método proposto por KIM et al.
(2015), com algumas modificagdes. Inicialmente, um extrato foi preparado a apartir de 400
mg de amostra homogeneizados com 16 mL de solugdo tampao borato 50 mM (pH 8,5)
contendo B-mercaptoetanol 5 mM por 5 s e entdo, filtrado através de quatro camadas de tecido
de trama fina. A solucdo resultante foi centrifugada a 12.000 xg a 4 °C por 20 min, o
sobrenadante foi filtrado através de microfiltros Microcon (Millipore® 10000 MWCO,
Alemanha), sendo o filtrado considerado o extrato protéico.

A atividade da enzima foi determinada por uma mistura com 235 pL de tampao, 80 uL

do extrato protéico e 35 pL de L-fenilalanina 100 mM. Nas amostras controle (de reacdo),
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agua ultrapura foi utilizada em substitui¢do ao substrato. A solucdo de reacdo foi mantida em
repouso a 37 °C por 60 min e entdo, a reacdo foi paralisada por adi¢do de 35 pL de acido
acético glacial. Em seguida, 750 pL de acetato de etila foram adicionados ao produto da
reagdo (acido frans-cindmico), formando uma mistura final da qual foram retirados 500 pL
que foi concentrado em rotaevaporador (Labconco®, MO-EUA). Apds uma ressuspensdo
deste em 50 puL de metanol 50%, a determinacdo da concentragdo de acido trans-cinamico,

proporcional a atividade da PAL, foi determinada por LC-MS.

A quantificagdo de acido trans-cinamico foi realizada a partir da inje¢do de 10 pL do
extrato metanolico preparado anteriormente em sistema HPLC/MS (Thermo® Finnigan, CA-
EUA). Os compostos foram separados em uma coluna 4p Hydro-RP-80A° 150 mm x 2 mm
(Luna, Phenomenex®, CA-EUA) de fase reversa mantida a 25 °C. A fase moével foi
constituida de agua (solvente A) e metanol:acetonitrila (60:40, v/v, solvente B), ambos com
pH ajustado com &cido formico para 4,5. O sistema de gradiente de solvente utilizado foi
0/100, 3/90, 10-15/75, 16/70, 25/25, 30/10, 32-34/0, 35-40/100 (min/ % fase A) a um fluxo
constante de 0,2 mL.min"!. O espectro de massa foi obtido em aparelho espectrometro de
massa LCQ Deca XP Max lon Trap Mass Spectrometer acoplado a uma saida de PDA e
equipado com uma fonte de Z-spray ESI e a corrida realizada através do software Xcalibur
1.3 (ThermoFinnigan® Surveyor, CA-EUA). As separa¢des foram conduzidas usando o
Phenomenex® (Torrance, CA, EUA) Synergi 4 pm Hydro-RP 80 (2 mm x 150 mm) com uma
coluna C18 e um fluxo de 200 pL.min™' a partir de um eluente PDA. Os cromatogramas foram
monitorados a 330, 280, 210 nm e um espectro completo avaliado entre 200 - 600 nm. Gés
nitrogénio foi usado como gas de solvatacio, a 275 °C e a um fluxo de 60 L.h"!. Uma curva
padrdo foi construida a partir de diferentes concentragdes de acido frans-cinamico (Sigma-

Aldrich, MO-EUA) e os resultados foram expressos como pmol 4cido t-cindmico.h'g'MS.
4.4.4 Atividade da polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1)

A extracdo e atividade da PPO foram realizadas de acordo com o método proposto por
SOJO et al. (1998). Uma amostra (100 mg) liofilizada foi homogeneizada em 2 mL de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH7,0) contendo PVP 2% e Tritin X-100 4% em Ultraturrax® e
em seguida, mantida em repouso a 4 °C por 30 min. Apds esse periodo, a mistura foi
centrifugada a 10.000 xg por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como extrato

proteico.



40

A atividade da PPO foi mensurada a partir da mistura que consistiu do extrato, suspenso
em tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,0) e catequina 30 mM. A absorbancia foi
monitorada a 395 nm e a atividade enzimatica foi representada como uma variagdo na

densidade otica (A D.O) . mg™! proteina.min™’.

4.5  Metabolismo respiratorio e producio de radicais livres
4.5.1 Andalise de atividade mitocondrial

Como indicador da taxa respiratoria a atividade mitocondrial foi determinada pelo
método que utiliza o sal 5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5-dimetiltiazol)-3-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (MTS) de acordo com instrugdes do fabricante (Promega®). Mitocondrias foram
extraidas a partir de 300 mg de amostra homogeneizadas por 2 min em 4 mL de solucdo
extratora gelada composta pelo tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7,4), sacarose 400 mM, 2% de
PVP e B-mercaptoetanol 50 mM. A solucdo final foi filtrada e centrifugada a 500 xg por 10
min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi novamente centrifugado a 10.000 xg por 10 min a 4
°C e o precipitado foi ressuspenso em solugao de tampao Tris-HCI (pH 7,4) com sacarose 400
mM e submetido a uma nova centrifugacao a 10.000 xg por 10 min a 4 °C. Essa etapa de
lavagem foi realizada duas vezes e precipitado resultou na fracdo mitocondrial, a qual foi
ressuspensa em solucao tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose 400 mM, e

utilizada na analise de atividade.

O MTS ¢ um sal tetrazoélio sintético capaz de reduzir in vitro a formazana por acdo de
enzimas desidrogenases, onde o NADPH atua como agente redutor. A analise MTS foi
realizada a partir do kit Cell Titer 583 96R AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
(Promega®). Para isso, uma mistura contendo 30 pL da fragdo mitocondrial, tampao fosfato
de potassio 20 mM (pH 7.4), succinato 20 mM e 50 pL de solugdo MTS foi mantida em
repouso a 37 °C por 2 h. Apds esse periodo, a formazana liberada foi quantificada por
absorbancia a 490 nm, sendo proporcional a atividade de desidrogenases mitocondriais. O
teor de proteinas da fracdo mitocondrial foi determinado e utilizado para normalizar a
quantidade de mitocondrias extraidas das amostras controle e tratadas. Os resultados finais
foram entdo expressos como atividade mitocondrial relativa (%) por png de proteina,

utilizando a amostra controle do tempo 0 como referencial de 100%.
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4.5.2 Atividade da oxidase do NADPH (NOX, EC 1.6.3.1)

Por catalisar a sintese de radical superoxido (EROs), a atividade da NOX foi
determinada de acordo com AGARWAL et al. (2005). Para iniciar a extracao das proteinas, as
membranas celulares foram isoladas através da homogeneizacdo de 0,5 g de amostras com
tampao Tris-HCl 50 mM, sacarose 250 mM, EDTA 3 mM, DTT 1 mM, L-cisteina 3,6 mM,
MgCl; 0,2 mM, 0,6% de PVP e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,5 mM. A mistura foi
filtrada através de quato camadas de tecido de trama fina e entdo, centrifugada a 10.000 xg
por 45 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado para a precipitacdo de proteinas da membrana
e centrfugado em ultracentrifuga Himac CP8OWX (Hitachi®, Japao) a 65.000 xg por 30 min e
4 °C. O precipitado, consistindo da fragdo com as membranas bioldgicas foi resuspenso em
tampao Tris-HCl 10 mM (pH 7,0), sacarose 250 mM e PMSF 0,5 mM sendo utilizado como

extrato protéico

Para a determinacdo da atividade, uma mistura com 10 pL do extrato, tampao Tris-
HC1 0,5 mM (pH 7,2), os substratos NADPH 100 uM e citocromo ¢ 0,5 mM foi preparada.
Metade das amostras foi tratada com o inibidor difenileneiodonio (DPI) 350 uM especifico da
NOX como controle para averiguar se a producao do radical ¢ realmente proveniente da agao
dessa enzima. A atividade da NOX ¢ medida por absorbancia a 550 nm, a qual reflete a taxa

de reducdo do citocromo ¢ (¢ = 21,3 mMem™) por radicais superdxidos formado a partir da

1 1

atividade enzimatica. Os resultados foram expressos em nmol O2e g de proteina min™.

4.5.3 Determinacdo de radicais livres totais

EROs foram mensuradas usando diacetato de 2,7-diclorofluorescina (DCFDA), como
descrito anteriormente por JAMBUNATHAN (2010). Amostras (100 mg) foram
homogeneizadas com 700 pL de tampao Tris-HCl 10 mM (pH 7,2) e entdo, centrifugadas a
12.000 xg por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado e usado como extrato. Uma mistura
contendo extrato diluido (10x) e DCFDA 10 uM foi mantida no escuro por 10 min e entdo, a
fluorescéncia foi mensurada a uma excitagao de 485 nm ¢ uma emissao de 528 nm em um
leitor de microplacas (Synergy HT, Bio-Tek® Instruments, Inc., VT-EUA). Os resultados
foram representados como intensidade de fluorescéncia relativa entre o controle (100%) e as

amostras tratadas por grama de massa seca (g ! MS).

4.6 Quantificaciao de proteinas
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Todos os extratos utilizados para determinacdo de atividade enzimatica e de taxa
respiracdo pelo método de MTS foram quantificados quanto ao contetido de proteinas totais
pelo método colorimétrico do 4cido biciconinico segundo o kit Pierce® BCA Protein Assay

Kit (Pierce, Rockford, IL-EUA).
4.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o teste t de Student ou andlise de variancia
(ANOVA) seguida por teste de Tukey, utilizando o software JMP® pro v. 10.0. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo, onde letras diferentes mostram diferenca

significativa (P < 0,05).
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5. Resultados e Discussao
5.1  Efeito da LP no metabolismo de vitamina C

A irradiagdo de acerolas com LP reduziu significativamente as perdas relativas no
contetdo total de vitamina C apos 7 dias de armazenamento, quando comparado ao controle
(Figura 6A). No tempo 0, as amostras apresentaram um conteudo similar de vitamina C total
em torno de 3.000 mg.100 g''MS, o qual caiu para 1.450 mg.100 g"'MS nas amostras controle
e ndo se alterou significativamente nas amostras tratadas ap6s o armazenamento. Como essa
vitamina se apresentar nas formas reduzida (AsA) e oxidada (DHA), estas foram analisadas
separadamente. Apds o armazenamento das acerolas, a LP causou uma menor queda na
quantidade de AsA, (de 2.850 para 2.050 mg.100 g"'MS nas amostras tratadas ¢ 2.840 para
1.350 mg.100 g'MS nas amostras tratadas), (Figura 6B) enquanto que nenhuma diferenga
significativa foi observada em relagdo ao conteido de DHA (Figura 6C), quando comparado
ao controle. Esses resultados indicam que o tratamento LP foi capaz de proteger a vitamina C,
mais precisamente em sua forma reduzida AsA, contra a degradacdo ou promoveu uma maior

taxa de reciclagem durante o armazenamento pos colheita em acerola.

Mangas minimamente processadas tratadas com LP (8 J.cm™) também apresentaram
uma menor queda na concentragdo de vitamina C total apés 7 dias de armazenamento quando
comparadas ao controle (CHARLES et al., 2013). A exposi¢do a luz ¢ capaz aumentar o
conteudo de AsA em folhas de acerola, folhas de A. thaliana, em macga, tomate e arroz
(BADEJO et al., 2009; ELTELIB et al., 2011; FUKUNAGA; FUJIIKAWA; ESAKA, 2010;
LI, M. et al., 2009; TABATA et al., 2001). IOANNIDI et al. (2009) propuseram que a luz
poderia desempenhar um importante papel na regulacdo da expressao da enzima redutase do
monodehidroascorbato (MDHAR, EC 1.6.5.4), uma enzima que atua na reciclagem do acido

ascorbico.

Em plantas de kiwi submetidas a 50% de sombreamento, houve um aumento
significativo no conteudo de DHA e menor acimulo de vitamina C, a medida que o fruto se
desenvolvia apos a antese (LI et al., 2010). Ja, tomates submetidos a luz UV-B apresentaram
um maior acimulo de vitamina C total quando comparado ao controle, ndo causando, no
entanto, alteragdes no status redox desse composto nesses frutos (CASTAGNA et al., 2013).
Sob estresse salino, o conteudo de acido ascorbico foi significativamente maior em folhas de
aceroleira, o que pode ser resultante de uma maior taxa de sintese e/ou reciclagem desse

composto quando o tecido ¢é estressado (ELTELIB et al., 2011).
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Figura 6. Concentracdo de vitamina C total (A), AsA (B) e DHA (C) em acerolas controle

(LP-) e tratadas com luz pulsada (LP+) ap6s a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C

por sete dias (tempo7). Letras diferentes representam diferenca significativa a P < 0,05.
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A enzima GalDH catalisa a oxidacdo de L-galactona-1,4-lactona em &cido ascorbico,
na ultima etapa da via de biossintese do acido ascoérbico (Smirnoff, Running, & Gatzek,
2004). Como pode ser observado na Figura 7, a atividade da GalDH, 0,08 nmol L-Gal
oxidada.mg'proteina.min! (controle), aumenta significativamente imediatamente apds o
tratamento com LP (0,57 nmol L-Gal oxidada.mg 'proteina.min!). A atividade dessa enzima
cai drasticamente em ambas as amostras apdés 7 dias de armazenamento, praticamente
desaparecendo em acerolas controle, porém mantendo-se ainda ativa nas amostras tratadas

(atividade em torno de 0,09 nmol L-Gal oxidada.mg 'proteina.min™').

A elevada atividade dessa enzima ¢ a principal responsavel pelo acimulo de acido
ascorbico durante as fases iniciais do desenvolvimento de frutos de Ribes nigrum L.
(HANCOCK et al., 2007). Outros resultados mostraram que o sombreamento a partir da
antese, causou uma reducao nos niveis de acido ascorbico em kiwi devido a uma menor taxa
de expressdo e de atividade da GalDH nesses frutos quando comparados aos frutos que se

desenvolveram sob a luz (LI et al., 2010).

Todas as enzimas da via de biossintese do acido ascorbico em plantas estdo
localizadas no citosol, com excecdo da GalDH, a qual estd inserida na membrana mitocondrial
interna, como parte da cadeia transportadora de elétrons (CTE), onde funciona como local de
fluxo alternativo de elétrons que pode auxiliar na dissipagdo de energia; além disso, ja foi
evidenciada uma clara relacdo entre a taxa de respiracdo celular e a de sintese de acido
ascorbico em plantas (MILLAR et al., 2003). De acordo com BARTOLI et al. (2006), a
regulagao da atividade da GalDH pela luz ou pelo fluxo de elétrons da CTE mitocondrial sdo
cruciais para determinar o contetido de vitamina C em tecidos vegetais. Em tomates, nos quais
o gene da GalDH (S/GalDH) foi silenciado, observou-se, além de um decréscimo de vitamina
C, uma reducdo na taxa de crescimento e expansdo celular, bem como uma mudanga na
atividade mitocondrial por meio de alteracdes no ciclo de Krebs e CTE, o que confirma a
importante funcdo dessa enzima na sintese de ascorbato, respiracdo celular e no

desenvolvimento de tecidos vegetais (ALHAGDOW et al., 2007).
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Figura 7. Atividade da GalDH em acerolas controle (LP-) e tratadas com luz pulsada (LP+)
apos a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias. Letras diferentes

representam diferenga significativa a P < 0,05.
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Os efeitos do tratamento pos-colheita com LP na expressdo de genes da via de
biossintese de vitamina C podem ser observados na Figura 8. No tempo zero, a LP ndo alterou
significativamente a expressao dos genes que codificam as enzimas GMP, GME, GGP, GDH
e GalDH, que compdem a principal rota de sintese do acido ascorbico. Apds o
armazenamento das amostras controle, a expressdao dos genes avaliados também nao se
alterou. Todavia, ndo se pode comparar com as amostras tratadas, pois a solu¢do de RNA
proveniente dessa amostra apresentou uma colorag¢do escura, impedindo a detec¢do do sinal
de fluorescéncia correspondente a amplificacdo durante a PCR para todos os primers

utilizados, um indicativo de oxidagdo dos RNAs dessa amostra (Figura 8).

Diversos autores tém reportado que a luz ¢ um dos principais fatores ambientais que
regulam o contetdo de vitamina C em tecidos vegetais (BARTOLI et al., 2009; CHEN, Z.;
GALLIE, 2004; TABATA et al.,, 2001). A expressdao de genes relacionados a via de
biossintese de acido ascorbico tem sido estudada principalmente em folhas, os quais parecem
ser regulados pela luz. YABUTA et al. (2007) observaram que a expressao de GMP ¢ GGP
aumentaram quando folhas de 4. thaliana foram mantidas sob luz continua e decresceram
nesses 6rgdos quando as plantas eram movidas para o escuro. Para os genes GME, GDH ¢

GalDH, resultados contraditorios em termos de influéncia da luz t€m sido reportados.
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Figura 8. Expressao relativa, por real time RT-PCR, de genes que codificam enzimas da via

Smirnoff-Wheeler de biossintese do acido ascorbico em acerolas controle (LP-) e tratadas

com luz pulsada (LP+) ap6s a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias.

Letras diferentes representam diferenca significativa a P < 0,05. ND refere-se a resultados nao
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Como a degradacdo de vitamina C total, principalmente da forma reduzida, foi menor

nas amostras tratadas ap6s o armazenamento, pode-se concluir que a LP influencia o

equilibrio das taxas de sintese (Ks) e degradagdo/utilizacdo (Kq) desse composto, levando a

um K < K4. Contudo, o menor declinio dessa vitamina nas amostras tratadas com LP quando

comparado ao controle, indica que a sintese de foi estimulada pela LP, K (Lp-) <K (Lp+). Outro

indicativo dessa influéncia positiva da LP foi o aumento da atividade da GalDH apds a

irradiagao (tempo zero) e um declinio significativamente menor em sua atividade ap6s 7 dias

de armazenamento quando comparado ao controle.
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O aumento na atividade da GalDH mediado pela LP pode ser devido a fatores que
agem no nivel transcricional ou pos-transcricional. A LP pode induzir mudangas
conformacionais na estrutura da proteina, ativando e¢/ou aumentando sua atividade catalitica,
ou desencadear a expressdo do gene GalDH através de vias de sinalizagdo desconhecidas, o
que resultaria em um aumento na atividade da GalDH. Como o tratamento nao influenciou a
expressao dos genes que codificam as enzimas da via de biossintese do acido ascorbico, pode-
se concluir que o estimulo da atividade da GalDH causada pela LP deve ter ocorrido por meio

de alteracdo estrutural.
5.2 Efeito da LP no metabolismo de compostos fenolicos

A concentracao de compostos fendlicos totais (Figura 9) caiu significativamente apos
7 dias de armazenamento pds-colheita tanto nas amostras controle (de 19.970 para 5.010 mg
de 4cido clorogénico.100 g'MS), quanto nas tratadas (18.855 para 8.990 mg de acido
clorogénico.100 g''MS). Porém, nas amostras irradiadas com LP, o contetido de fendlicos
totais se manteve significativamente mais alto durante o armazenamento. Esses resultados
indicam que o tratamento com LP protegeu os compostos fendlicos contra a degradacdo em
acerolas armazenadas. Em mangas ‘Tommy Atkins’, tratamento com LP na mesma dose
aplicada nesse estudo (dois pulsos de 0,3 J.cm™) causou um aumento de 130% e 197% no
contetido de compostos fenolicos na polpa e casca desse fruto, respectivamente, apds 7 dias

de armazenamento (LOPES et al., 2015).

Diversos trabalhos t€ém mostrado que a exposi¢do a doses horméticas de luz UV-C
(200 — 280 nm) provoca um aumento na concentracdo de compostos fendlicos totais em
mangas, antocianinas em morangos, flavonoides em blueberries e fendlicos estilbenos em
uvas (CANTOS et al., 2001; ERKAN et al., 2008; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2007;
WANG; CHEN; WANG, 2009). Outras formas de estresse, como o corte, também causou um
aumento significativo no contetido de fenolicos em cenouras no decorrer de 8 dias de
armazenamento; tal incremento na concentracdo desses compostos ocorreu devido a um
estimulo na atividade da PAL logo apods o estresse, o que resultou em uma aumento na

capacidade antioxidante desse produto (SURJADINATA; CISNEROS-ZEVALLOS, 2012).
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Figura 9. Concentracdo de compostos fendlicos totais em acerolas controle (LP-) e tratadas
(LP+) apds a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias. Letras diferentes

representam diferenca significativa a P <0,05.
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O perfil de compostos fendlicos encontrados nos frutos tratados e ndo tratados (Figura
10) mostrou a presenca de varios picos semelhantes apenas nas fragdes de flavonois (F3) e
procianidinas/polimeros de antocianinas (F4). Alguns picos foram identificados por
espectrometria de massa como sendo cianidina 3-raminosideo (pico 3), pelargonidina (pico 4)
e acido eucomico (pico 5), apresentados na Tabela 2, os quais se acumularam apds a
exposicdo a LP (tempo 0). Além disso, apos os sete dias de armazenamento das amostras
tratadas, houve sintese de novos compostos como as antocianidinas feonidina 3-
xilopiranosideo (pico 1) e pelargonidina 3-raminosideo (pico 2). Dessa forma, pode-se

concluir que a LP induz mudancgas na composicao de compostos fenodlicos em acerola.

A aplicacdo de LP também causou uma alteracdo no perfil de compostos fendlicos em
mangas, causando um aumento de 170% na sintese de mangiferina nesses frutos (LOPES et
al., 2015). O estresse por corte ou associado a outras formas como exposicao a luz UV e
hiperoxia, provoca a sintese especifica do fendlico acido cafeoilquinico (CQA) e um acumulo
de acido chiquimico (metabdlito primario), o qual pode ser utilizado pela PAL para promover

a sintese de compostos de defesa do metabolismo secundario (BECERRA-MORENO et al.,
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2012; HEREDIA, 2006; HEREDIA; CISNEROS-ZEVALLOS, 2009; SURJADINATA,
2006).

Figura 10. Cromatograma do perfil de compostos fenolicos das fragdes de flavonois (F3) e

procianidinas/polimeros de antocianinas (F4) de acerolas controle e tratadas com LP apds a

colheita (A e C) e sete dias de armazenamento a 10 °C (B e D).
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Tabela 2. Perfil por LC-MS, das fragdoes de flavonois (F3) e procianidinas/polimeros de
antocianinas (F4) de compostos fenolicos de acerolas controle (LP-) e tratadas com luz
pulsada (LP+) apos a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias (tempo

sete).
~ . Tempo de Tempo 0 | Tempo 7
(El;s}lgoes) l;go retencao [1\1/}/_[3_[] MS/MS | Identificacao
> m | (min) LP- | LP+| LP- | LP+
1 46.2/ Kaempferol 3-
46.6 448 O-glucosideo - " " -
55.0/
2 | seae/ | 447 | 3015447 |Q3O-ramnosel
56.50 (quercetina)
111/113/
139/150/ .
F3e 3 57.2 263 153/161/ N.L + + - -
218/263
(348) 66.38/ Cianidina 3-
4 66.38 431 285/431 ramnosideo * * * *
Metoxi-
5 67.68/ 461 314/461 kaempferol + + - -
67.34 )
glucosideo
145/163/
6 7715;;/ 336 275/293/ N.L ¢ + + - -
) 366
1 30.43 449 241/285/ 'Feor‘ndlna‘-3- N n i N
303 xilopiranosideo
191/268/ Pelargonidina
2 34.9 415 352/369/ 3-ramgnosideo + + - +
380/414
253/269/ .
b .
4 3 37.8 433 | 286209/ | Clamidina3-—o o
373 ramnosideo
(400-350) 147/191/
4 39.7 285 241/285 Pelargonidina - + - -
186/197/
208/218/ | . .
5 46.43 241 241/242) Acido eudmico | - + - -
243

2 Fracdo F3 que contém flavonols; ® Fracdo F4 que contém procianidinas/antocianinas poliméricas;
¢ N.I. indica um composto ndo identificado.
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A LP influenciou a biossintese causando um aumento significativo na atividade da
enzima PAL que catalisa a primeira etapa da via biossintética, imediatamente apos o
tratamento e que se manteve durante o armazenamento (Figura 11A). Esses resultados
corroboram com os observados para o perfil de compostos fenolicos (Figura 10) indicando
que a LP induziu a sintese de alguns compostos fendlicos em acerola. Um tratamento
semelhante (dois pulsos de luz com 0,3 J.cm-?) também induziu um aumento na atividade da

PAL em mangas armazenadas por 7 dias (LOPES et al., 2015).

Uma vez que o conteudo total de fendlicos diminui durante o armazenamento pos-
colheita das acerolas, a degradacdo desses compostos foi investigada a partir da analise da
enzima PPO (Figura 11B), que catalisa a oxidacdo de compostos fenolicos. Inicialmente a
atividade dessa enzima foi em torno de 0,002 Aabs360 nm.mg 'proteina.min™!, nio diferindo
significativamente entre as amostras tratadas e controle. Apds 7 dias de armazenamento, a
atividade da PPO aumentou significativamente nas amostras tratadas, em torno de 600%,
sugerindo que a LP induz um aumento na degradacao de compostos fendlicos; nas amostras
nado tratadas, a atividade desta enzima permaneceu estatisticamente inalterada.

Resultados semelhantes aos aqui apresentados, como o aumento na atividade da PPO
foram encontrados por (CHARLES et al., 2013). Esses autores submeteram mangas
minimamente processadas a LP (8 J.cm™) e apds 7 dias de armazenamento, observaram que a
atividade da PPO aumentou 50%, em relagdo ao controle, porém o contetido de compostos
fenolicos totais e a atividade da PAL ndo se alterou significativamente durante o
armazenamento. Esses autores sugeriram que o aumento na atividade da PPO durante o
armazenamento desses frutos tratados com LP seria um indicativo de estresse oxidativo.

Assim como observado com a vitamina C, LP manteve niveis mais altos de fenolicos
em acerola. Em um estudo prévio realizado por REYES; VILLARREAL; CISNEROS-
ZEVALLOS (2007), os autores propuseram que o conteudo total de fendlicos mensurados em
uma determinada amostra ¢ resultado do balango entre sua taxa de sintese (Ks) e de
degradacdo ou utilizagdo (Kq). Dessa forma, o decréscimo observado na concentragdo desses
compostos em amostras tratadas e controle durante o armazenamento de acerolas (Figura 9),
estaria associada a uma K<Kg4. O tratamento também estimulou a atividade da PAL, a enzima
primordial na sintese de compostos fenolicos. Assim, o menor decréscimo observado nas
amostras irradiadas evidencia que a taxa de sintese nestas ¢ maior do que nas amostras

controle, ou seja, K Lp-) <K (Lp+).
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Figura 11. Atividade da PAL (A) e PPO (B) em acerolas controle (LP-) e tratadas com luz

pulsada (LP+) apos a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias. Letras

diferentes representam diferenca significativa a P < 0,05.
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A K representa um decréscimo no contedo de fendlicos e pode ser atribuida

parcialmente a oxidacdo catalisada por enzimas como a oxidase de polifenois (PPO)

(TOMAS—BARBERAN; ESPIN, 2001). Nesse estudo, a atividade da PPO aumentou

significativamente nas amostras tratadas com LP apos 7 dias de armazenamento (Figura 11B).

Dessa forma, Kq (Lp-) <Kd Lp+) possivelmente ocorre como um mecanismo de defesa vegetal

em resposta ao estresse (MAYER, 2006). Porém, concomitante ao aumento na atividade

oxidativa da PPO, a LP também desencadeou a biossintese de novos compostos fenodlicos
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imediatamente apds o tratamento, como a cianidina 3-raminosideo, pelargonidina e acido
eucomico (Figura 10) e as antocianinas, feonidina 3-raminosideo e pelargonidina 3-
raminosideo apds 7 dias de armazenamento (Tabela 2). Portanto, esses resultados evidenciam
que a LP afetou o equilibrio entre a sintese e de degradacao dos fendlicos com uma elevada
concentracdo apds o armazenamento ¢ um perfil diferencial dos fenolicos, a despeito da

elevada taxa de degradagao observada pela atividade da PPO.
5.3 Efeito da LP sobre a respira¢do e produgdo de EROs

Como referencial da atividade respiratoria das acerolas, a atividade de enzimas
desidrogenases que compdem a CTE mitocondrial foi determinada (Figura 12). Os resultados
mostram que elas foram estimuladas pelo tratamento com LP (aumento de 220%), quando
comparadas ao controle. Apdés o armazenamento, essa atividade caiu pela metade nas
amostras tratadas, enquanto que um aumentou significativo de 300% foi observado nas

amostras controle.

Em tomates submetidos a estresse por elevadas temperaturas, a atividade mitocondrial
também foi maior quando comparado ao controle (CHENG et al., 1988). A atividade dessas
enzimas, além de refletir a taxa de respiragdo celular, também pode refletir a producao de
radicais livres, uma vez que estas sdo importantes fontes de EROs, levando a um desequilibrio
oxidativo sob situacdes de estresse (NOURIAN; RAMASWAMY; KUSHALAPPA, 2003;
SAGI; FLUHR, 2006a). O aumento inicial da respiracdo e de seus subprodutos EROs indicam
uma resposta de estresse das acerolas ao tratamento com LP, mas que com o decréscimo
observado apds o armazenamento, isso teria sido contornado por mecanismos de defesa

antioxidante.
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Figura 12. Atividade relativa de enzimas desidrogenases da mitocondria de acerolas controle
(LP-) e tratadas com luz pulsada (LP+) apds a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C

por sete dias. Letras diferentes representam diferenga significativa a P < 0,05.
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As analises feitas sobre a produgdo de radicais livres em diferentes sitios intracelulares
mostram que a LP induziu um aumento significativo de 30% da concentragdo total (Figura
13), no tempo 0 e em 70% no tempo 7, quando comparado ao controle. Em mangas (polpa)
tratadas com LP (0,6 J.cm™) também foi observado um aumento significativo na concentragio
de H>O; apds 7 dias de armazenamento (LOPES et al., 2015). Na literatura, ha varias citacdes
sobre como estresses abioticos, tais como baixas e elevadas temperaturas, déficit hidrico e
atmosfera rica em 0z6nio causam um aumento na producao de EROs em tecidos vegetais (JIN
et al., 2006; MEHLHORN; TABNER; WELLBURN, 1990; SAIRAM; SRIVASTAVA;
SAXENA, 2000; SALA; LAFUENTE, 2004).
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Figura 13. Teor relativo de EROs em acerolas controle (LP-) e tratadas com luz pulsada
(LP+) apos a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C por sete dias. Letras diferentes

representam diferenca significativa a P <0,05.
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A atividade da NOX da membrana plasmatica (Figura 14) sofreu um aumento
significativo com o tratamento com LP, apds o armazenamento, enquanto que o aumento na
atividade mitocondrial aumentou imediatamente ap6s a irradiagdo com LP (Figura 12).

Uma indugdo na atividade da NOX foi recentemente reportada como um mecanismo
de defesa de A. thaliana ao estresse salino, onde as EROs produzidas por essa enzima
estimulavam o acumulo de prolina como forma de tolerancia ao estresse (BEN REJEB;
LEFEBVRE-DE VOS; et al., 2015). Além disso, sob tais condigdes de estresse, a atividade da
NOX mostrou-se como sendo responsavel por desencadear a ativagdo do sistema antioxidante
de defesa, por ativacdo das enzimas catalase (CAT, EC 1.11.16), peroxidase do ascorbato
(APX, EC 1.11.1.11) e redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2) também no modelo vegetal A.
thaliana (BEN REJEB; BENZARTTI; et al., 2015). Portanto, os resultados mostram que a
producdo de EROs estimulada pela LP pode ocorrer imediatamente através do aumento da

respiracdo mitocondrial (Figura 12) e posteriormente, pela atividade da NOX.
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Figura 14. Producdo de superdxido pela atividade especifica da NOX em acerolas controle
(LP-) e tratadas com luz pulsada (LP+) apds a colheita (tempo zero) e armazenamento a 10 °C

por sete dias. Letras diferentes representam diferenga significativa a P <0,05.
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Diversos estudos vém sendo realizados sobre os efeitos da radiacdo na pos-colheita de
frutos e muitos focam no espectro do UV-C, o componente mais abundante da LP, como
ferramenta para manter a qualidade e prolongar a vida 1til desses através de alteracdes
metabolicas (ALOTHMAN et al., 2009a;2009b; ERKAN et al., 2008; PERKINS-VEAZIE et
al., 2008; RIVERA-PASTRANA et al., 2013; SHEN et al., 2013). Dentre esses, ha
resultados que mostram que LP pode retardar os processos de amadurecimento e senescéncia
por ativagao do metabolismo antioxidante. Os resultados aqui apresentados mostram que a LP
manteve niveis mais elevados de vitamina C e fenolicos durante o armazenamento pos-
colheita de acerola.

GONZALEZ-AGUILAR et al. (2010a) afirmaram que a luz UV-C induz a produgdo de
EROs como o radical superoxido que atuaria como um sinalizador primario, desencadeando
uma cascata de reagdes quimicas que levaria a formagdo de outras EROs e promoveria um
sistema de defesa antioxidante. No presente trabalho, a concentracdo de EROs também
aumentou imediatamente apds a exposi¢do a LP, quando comparado ao controle, se mantendo

mais alta mesmo ap6s o armazenamento (Figura 13).
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A LP pode influenciar a produ¢do de EROs e o metabolismo de acerola de diferentes
formas. Inicialmente, a LP promoveria a produgdo direta de radicais livres através de reagdes
fotoquimicas, uma vez que seus fotons emitidos apresentam energia suficiente para destruir
ligagdes quimicas (KOVACS; KERESZTES, 2002). Contudo, neste trabalho, esse efeito
direto da LP parece nao ter sido o principal contribuinte para a producao de EROs devido ao
curto tempo de exposi¢do a radiagio e a baixa dose aplicada (0,3 J.cm™ por pulso).

Uma segunda possibilidade parte do principio que a luz UV-C, proveniente da LP,
poderia induzir a producdo de superdxido através do aumento na respiracdo mitocondrial, o
qual desempenha um importante papel como sinal primario que desencadeara uma resposta
secundaria de defesa (GILL; TUTEJA, 2010). Nossos resultados dao suporte a essa afirmagao
uma vez que foi observado um aumento na atividade mitocondrial e, consequentemente na
producdo de EROs imediatamente apds a irradiagdo com LP (Figuras 12 e 13), enquanto que a
atividade da NOX aumentou apenas ap6s o tratamento. De acordo com o modelo proposto por
JACOBO-VELAZQUEZ et al. (2011), sob situagdes de estresse, as EROs produzidas pela
NOX, mais especificamente o radical superdxido, agem como sinalizadores que irdo
desencadear uma maior expressao e a atividade da PAL culminando com uma maior producao
de compostos fenolicos que atuardo na defesa celular contra o estresse.

Um repentino aumento de EROs induzido por luz UV-C também foi observado em
mitocondrias de Arabdopsis (GAO et al., 2008). Em plantas adaptadas a estresses abidticos,
as mitocondrias tém sido implicadas como as principais responsaveis pela geracdo de EROs,
como forma de dissipar o excesso de energia (GILL; TUTEJA, 2010; NOCTOR; DE
PAEPE; FOYER, 2007). Isso ocorre quando a CTE dessa organela possui energia livre
suficiente para reduzir diretamente o Oz, o que ¢ considerado a forma primaria de produgado de
EROs; os complexos I e III da CTE mitocondrial sdo conhecidos como sitios de producdo de
superoxido (GILL; TUTEJA, 2010). Sob condicao de excesso de energia por altas doses de
LP, EROs podem ser geradas tanto no complexo I quanto no II da CTE. Subsequentemente,
essa rapida geragdo de espécies reativas pode reduzir ou inibir sua producdo tardia por
mecanismos de dissipagdo de energia, como ja foi demonstrado em mitocondrias de plantas
de trigo (PASTORE et al., 2002; PASTORE et al., 2007).

O complexo I da CTE mitocondrial inclui desidrogenases cujas atividades refletem a
taxa de atividade respiratoria. Nas amostras controle desse estudo (Figura 12), a atividade
mitocondrial aumentou significativamente ap6s 7 dias, indicando que a respiragdo celular
aumenta durante o armazenamento pos-colheita de acerola. J4 ¢ bem estabelecido que o

desenvolvimento de deterioragdo e senescéncia de produtos vegetais apos a colheita ¢
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geralmente proporcional a taxa respiratoria, e um resultado similar foi observado em batatas e
péssego (NOURIAN et al., 2003; YANG et al., 2014). Ao contrario das amostras controle, a
atividade mitocondrial foi significativamente menor apds 7 dias de armazenamento das
amostras tratadas com LP (Figura 8), o que pode ser devido aos mecanismos de dissipacao de
energia desencadeados pela produ¢do de EROs. Além disso, o complexo I da CTE de
mitocOndrias vegetais inclui a enzima GalDH responsavel pela biossintese de acido ascoérbico
(HEAZLEWOOD; HOWELL; MILLAR, 2003; MILLAR et al., 2003), a qual foi ativada
imediatamente apos a irradiacdo com LP (Figura 7), presumivelmente através de uma
regulagao pds-transcricional.

Dessa forma, o excesso de energia, devido a exposicdo a LP, no complexo I da CTE
pode contribuir para mudangas estruturais da GalDH, levado a um aumento de sua atividade
ao mesmo tempo em que causa uma rapida producao de EROs apds o tratamento. De acordo
com ZSIGMOND et al. (2011), sob condigdo de elevado estresse energético na CTE, a
ativacdo da GalDH e uma consequente maior produgdo de acido ascorbico teria a finalidade
de auxiliar no desvio do fluxo de elétrons e na producdo de um compostos antioxidante que
protegeria a integridade das membranas mitocondriais € a manutencdo do processo
respiratorio celular.

Uma terceira possibilidade para explicar a produ¢do de EROs por LP seria através da
atividade da NOX localizada na membrana plasmatica, como uma resposta secundaria ao
estresse ambiental. Esse fato foi também evidenciado pelos resultados obtidos nesse trabalho,
onde a atividade da NOX foi ativada das amostras tratadas resultando no aumento de EROs,
apos 7 dias de armazenamento. Esse aumento na atividade da NOX pode ser atribuido a um
aumento na concentragdo intracelular de Ca®*-, o qual atuaria como sinalizador para ativar
essa enzima (DEMIDCHIK et al., 2009) e possivelmente a um aumento na expressao do gene
NOX (MARINO et al., 2012). Uma vez que o radical superoxido ¢ formado, ele pode ser
dismutado em H>O» por agcdo da SOD, o que pode funcionar como um sinal chave na inducao
da expressdo de genes que codificam a sintese da PAL e da enzima sintase da chalcona
(CHS), responsaveis pelas vias de biossintese de metabolitos secundarios com capacidade
antioxidante (ABARCA; MARTIN; SABATER, 2001; GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2010a; JENKINS, 1997).

Qualquer uma das possiveis explicagdes para a influéncia de LP sobre as EROs resulta
na ativa¢dao de mecanismos de defesa com acumulo de antioxidantes como a vitamina C e os
compostos fendlicos que sao nutraceuticos importantes para a saide humana. As informagdes

aqui apresentadas comprovam que a exposi¢do a LP em doses baixas induz a um efeito
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hormético nas células da polpa da acerola com aumento da qualidade fitoquimica do fruto,
mesmo apos 7 dias de armazenamento sob refrigera¢do. Além de manter a qualidade ao logo
do armazenamento refrigerado, o que pode ser interessante do ponto de vista comercial por
aumentar a vida de prateleira desses frutos, o tratamento de acerolas com LP também pode ser
explorado, a partir dos resultados mostrados nesse trabalho, como uma ferramenta para o uso
desses frutos como biofabricas de fitoquimicos para a fabricagdo de suplementos alimentares

e terapéuticos.
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6. Conclusao

No presente trabalho, foi mostrado que o tratamento com doses horméticas (0,6 J.cm™)
de LP em acerola protege a vitamina C e os compostos fendlicos contra a degradacdo atraveés
de alteracdes em seus metabolismos mediadas por EROs. Além disso, foram fornecidos novos
esclarecimentos sobre como a LP melhoraria a capacidade antioxidante de frutos, como esta

descrito no modelo de agdo apresentado na Figura 15.

Figura 15. Modelo proposto para explicar o mecanismo de a¢do da LP sobre o metabolismo

da vitamina C e de compostos fenodlicos durante o armazenamento refrigerado de acerola.
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Em linhas gerais, propdem-se que a LP deposita um excesso de energia na CTE
mitocondrial de plantas, acarretando em um aumento nos niveis de EROs e um incremento na
atividade das enzimas GalDH e PAL imediatamente apos o tratamento. As EROs produzidas
inicialmente funcionariam como sinalizadores primarios para a ativagado do metabolismo
secundario de defesa vegetal, induzindo a expressao de NOX e PPO, ¢ a ativagao imediata a

nivel protéico da GalDH e PAL protegeriam o pool de vitamina C e fendlicos contra a
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degradacdo por alteragdo no equilibrio entre Ks e K¢ no metabolismo de ambos 0s compostos
durante o armazenamento pos-colheita. Adicionalmente, as EROs geradas pela atividade da
NOX, tardiamente apds o tratamento, desempenhariam um importante papel como
sinalizadores secundarios possivelmente induzindo a sintese de compostos fenolicos por
aumento na atividade da PAL. Tal indu¢do poderia manter os elevados niveis de fenolicos no
fruto devido a uma maior Ks em relagao a Kq. Dessa forma, este estudo pode contribuir para o
desenvolvimento de técnicas avancadas a fim de incrementar a qualidade nutricional e reduzir

as perdas durante o armazenamento pos-colheita de frutos.
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