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Resumo

LORINI, Alexandre. Perfil metabolémico de folhas de cultivares de oliveiras
nas diferentes estagcfes do ano. 2018. 85f. Dissertagcéo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos) — Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Considerada uma cultura milenar, a oliveira (Olea europaea L.) possui além de
seu fruto, as folhas, que contém quantidades apreciaveis de compostos
bioativos, os quais estéo relacionados com o sistema de defesa das plantas e
com diversas acdes no organismo humano. Os estresses abidticos funcionam
como mecanismos de ativacdo das rotas de sinteses destes compostos, devido
ao aumento do nivel oxidativo nas plantas pela producdo de radicais livres.
Comumente cultivada na regido do mediterraneo, diversos programas de
melhoramento foram responsaveis pela modificacdo e criacdo de novas
cultivares de oliveira, para que estas pudessem ser cultivadas em toda a parte
do mundo. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil metabdlico de
folhas de cultivares de oliveira (Arbequina, Manzanilla e Picual) coletadas em
nas diferentes estacfes do ano (outono, inverno, primavera e verdo) em Pinheiro
Machado/RS durante 2016/17. Foram realizadas por espectrofotometria a
determinacdo de compostos fendlicos, flavonoides, taninos, carotenoides e
clorofilas, enquanto que a identificacdo e quantificacdo de fendlicos individuais,
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. Também foram realizados ensaios de potencial
antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e ABTS. Como resultados foi
possivel observar que as folhas da cultivar Manzanilla apresentaram os maiores
teores de compostos fendlicos e que as folhas coletadas no verdo apresentaram
uma quantidade desses compostos significativamente maior que as coletadas
nas outras estacbes. Consequentemente, os potenciais antioxidantes dos
extratos polares destas folhas apresentaram alta correlagdo com estes
compostos, sendo observado maiores potenciais nos mesmos tratamentos em
que o conteudo de compostos fendlicos se sobressaiu. Compostos polares e
apolares se comportaram de maneira diferente, gerando questionamentos sobre
como as vias de sintese destes compostos interagem ou se sédo independentes.
A relacdo entre a finalidade da cultivar (producédo de azeite ou azeitonas de
mesa) e 0s compostos bioativos nas folhas ainda precisa ser melhor estudada,
devido aos maiores niveis de compostos fendlicos e taninos hidrolisaveis
encontrados na Manzanilla neste trabalho. Por fim, foi possivel concluir que a
cultivar e a época de coleta possuem relagéo significativa com o perfil metabdlico
de folhas de oliveira.

Palavras-chave: atividade antioxidante, compostos bioativos, perfil metabdlico,
Olea europaea L.



Abstract

LORINI, Alexandre. Metabolomic profile of olive cultivars leaves in the
different seasons of the year. 2018. 85f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Considered a millenary culture, the olive tree (Olea europaea L.) has besides its
fruit, the leaves, which contain appreciable amounts of bioactive compounds,
which are related to the system of defense of plants and with various actions in
the human organism. The abiotic stresses act as mechanisms of activation of the
routes of synthesis of these compounds, due to the increase of the oxidative level
in the plants by the production of free radicals. Commonly cultivated in the
Mediterranean region, several breeding programs were responsible for the
modification and creation of new olive cultivars, so that they could be cultivated
throughout the world. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
metabolic profile of leaves of olive cultivars (Arbequina, Manzanilla and Picual)
collected in the different seasons of the year (autumn, winter, spring and summer)
in Pinheiro Machado / RS during 2016/17. The determination of phenolic
compounds, flavonoids, tannins, carotenoids and chlorophylls were performed by
spectrophotometry, while the identification and quantification of individual
phenolics was performed by high performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometry. Antioxidant potential tests were also carried out using DPPH,
FRAP and ABTS methods. As results it was possible to observe that the leaves
of the cultivar Manzanilla presented the highest contents of phenolic compounds
and that the leaves collected in the summer presented a quantity of these
compounds significantly higher than those collected in the other seasons.
Consequently, the potential antioxidants of the polar extracts of these leaves
showed high correlation with these compounds, being observed greater
potentials in the same treatments in which the content of phenolic compounds
excelled. Polar and nonpolar compounds behaved differently, raising questions
about how the synthesis pathways of these compounds interact or whether they
are independent. The relationship between the purpose of the cultivar (olil
production or table olives) and the bioactive compounds in leaves still needs to
be better studied, due to the higher levels of phenolic compounds and
hydrolysable tannins found in Manzanilla in this work. Finally, it was possible to
conclude that the cultivar and the collection season have a significant relationship
with the metabolic profile of olive leaves.

Key-words: antioxidant activity, bioactive compounds, metabolic profile, Olea
europaea L.
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1 Introducao

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore frutifera da familia botanica
Oleaceae, caracteristica do Mediterraneo; contudo, € encontrada em muitas
regides do globo terrestre. Os dois principais produtos oriundos desta planta s&o
0 azeite e as azeitonas de mesa, sendo estimado uma produgdo mundial em
2017 de aproximadamente 2,95 milhdes de toneladas de azeitonas e 2,89
milhdes de toneladas de azeite (I0OC, 2018). Além do fruto, as folhas da oliveira
também podem ser utilizadas como um coproduto, o qual fornece componentes
considerados essenciais para a saude humana, principalmente devido a
presenca de compostos bioativos como os compostos fendlicos (Govaris et al.,
2010; Kiritsakis et al., 2010; Herrero et al., 2011).

Os principais compostos identificados nas folhas de oliveira séo da classe
dos fendlicos simples, flavonoides e secoiridoides (Talhaoui et al., 2015). Todos
estes compostos sao originarios do metabolismo especializado da planta e
possuem fungcdo protetiva para a oliveira e para outras plantas em que sao
sintetizados. Além disso, alguns autores ja observaram atividades anti-
hipertensiva (Obied et al., 2012), anticancerigena (Bouallagui et al., 2011;
Barrajon-Castalan et al., 2015), anti-inflamatéria (Lockyer et al., 2015),
antimicrobiana (Pereira et al., 2007), hipocolesterolémicas (Wang et al., 2008),
imunomoduladoras no sistema gastrointestinal, respiratério e nervoso central,
quimiopreventiva, cardiovascular e até para distirbios metabdlicos (Cumaoglu et
al., 2011; Obied et al., 2012; Bulotta et al., 2014;).

As caracteristicas dos extratos das folhas de oliveira despertam crescente
interesse devido aos antioxidantes naturais presentes serem econdmicos e
eficientes, os quais podem prolongar o tempo de validade dos produtos
alimentares, evitando perdas em suas qualidades sensoriais (Bouaziz et al.,
2010; Erbay e Icier, 2010). Além da incorporacao dos extratos em alimentos, eles
podem também ser utilizados como nutracéuticos e/ou aproveitados pela
industria farmacéutica para fabricacdo de remédios através da extracao de seus

Compostos.

Os estresses abidticos que as plantas sao submetidas, como falta ou

excesso de agua, extremos de frio ou calor, incidéncia de luz ultravioleta B (UV-
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B), poluentes do ar, ferimentos mecanicos e a deficiéncia nutricional, produzem
radicais livres e por consequéncia provocam estresses oxidativos (Le Gall et al.,
2015). Autores perceberam que em oliveiras o déficit hidrico é um fator
importante para a producao de compostos fendlicos e de flavonoides, os quais
tém a funcao de regular o balanco de radicais livres no organismo da planta e
evitar a sua morte (Nakabayashi e Saito, 2015). Alguns autores observaram o
aumento de compostos fendlicos, dentre eles da oleuropeina e de hidroxitirosol,
e consequentemente o aumento da capacidade antioxidante de folhas quando
submetidas a algum tipo de estresse (Sofo et al., 2004; Arslan et al., 2013; e
Doupis et al., 2013).

Estes varios metabdlitos presentes nas plantas sdo uma fonte de estudo
para o ramo da metabold6mica, e vém se tornando uma ferramenta muito
importante em diversas areas na ciéncia de alimentos, como a conformidade de
regulamentos, processamento, qualidade, seguranca e microbiologia (Cevallos-
Cevallos et al., 2009). Muitos trabalhos ja foram realizados com técnicas
metaboldémicas, e nem sempre eles apresentam a mesma finalidade (Zorb et al.,
2006; Wahyuni et al., 2013; Aranha, 2016; Hoffmann, 2016).

As folhas de oliveira sdo um coproduto de grande interesse pela indUstria
farmacéutica e de alimentos, por serem ricas em compostos com atividade
bioldgica. Sabe-se que os estresses pelos quais as plantas passam resultam em
respostas no seu metabolismo e que as oliveiras ndo sdo plantas nativas da
regido sul do Rio Grande do Sul. Portanto, percebe-se a importancia em avaliar
a influéncia das variagbes na temperatura durante as mudancas das estacdes
do ano na regido do Pampa Gaucho no perfil metabélico das folhas de oliveiras,
que resultam na producdo de diferentes compostos do metabolismo

especializado, assim como variacbes em suas quantidades.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil metabolémico
das folhas de oliveira (Olea europaea L.) de diferentes cultivares (Arbequina,
Manzanilla e Picual) durante as mudancas de estacdo do ano no Pampa gaucho,
visando encontrar a melhor cultivar e época do ano para a coleta das folhas.
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1.1.Historia e evolucéo da oliveira

Aproximadamente ha 6000 anos a oliveira comecou a ser cultivada na
bacia do mediterraneo, e acredita-se que o cultivo dela comecgou antes que a
palavra fosse inventada. Arquedlogos indicam que o cultivo comecou
originalmente na Siria, Israel, Libano, Chipre e Creta. De Creta, onde foi se
espalhando para o resto da Grécia, e por volta de 600 antes de Cristo (aC) esta
cultura foi introduzida na Italia e no norte da Africa (Kostelenos e Kiritsakis,
2017).

De Roma o cultivo da oliveira se expandiu por todo o Império Romano,
além de ser introduzida na Espanha com a ajuda de gregos e arabes. Depois da
cultura estar instalada na Italia e Espanha, o cultivo foi amplamente difundido
pelo sul da Europa, e, portanto, dai vem o nome Olea europaea. Com a
descoberta do continente norte-americano, a oliveira foi levada por colonos
espanhois e plantadas pela primeira vez por volta de 1800 depois de Cristo (dC)

na Califérnia (Kostelenos e Kiritsakis, 2017).

Contudo, alguns pesquisadores acreditam que a oliveira ndo seja
originaria da bacia do mediterraneo, mas das margens ocidentais do Mar Caspio,
do Caucaso do Sul, Sudéo e Etidpia (Breton et al., 2012). Estas suposi¢des se
devem a um grande numero de oliveiras selvagens nestas regifes. Estudos
moleculares realizados pelos autores concluiram que as oliveiras presentes na
regido sdo descendentes da oliveira selvagem. No entanto, a origem e

domesticacao da oliveira, de forma geral, permanecem desconhecidas.

Segundo Hadji Savvas (2008) a domesticacao da oliveira pode ter iniciado
no mediterraneo oriental com a utilizacdo da madeira como combustivel ou na
construcdo e das folhas para a alimentacédo animal, além do processamento de
azeite de oliva, para uso medicinal, cosmético e combustivel para lampadas.
Além disso, o autor também relata que, assim como outras arvores frutiferas, a
domesticacdo da oliveira pode ser relacionada ao fato de possuir frutos

comestiveis.

No Brasil, segundo Coutinho et al. (2009), a oliveira foi introduzida ha
varios séculos em quase todos os estados. No ano de 1948 a cultura foi

introduzida oficialmente no estado do Rio Grande do Sul ap0s a criagdo de um
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Orgao especializado em servicos oleicolas na Secretaria de Agricultura. Contudo
os plantios ainda eram pouco desenvolvidos, devido a forma como foi
incentivado o desenvolvimento da cultura. Somente depois de analises em
laboratérios comprovarem que as azeitonas e o azeite produzido no Brasil
possuiam a mesma qualidade dos italianos € que realmente o plantio foi
intensificado (Coutinho et al., 2009).

No ano de 2005, um projeto da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) Clima Temperado foi iniciado com o intuito de fornecer
suporte técnico aos olivais ja implantados e aos futuros, junto com o

melhoramento dos frutos (Bertoncini et al., 2010).

Distribuicéo de producao de azeitonas
no mundo

m Europa
m Africa
Amérca do Norte
Ameérica do Sul
m Asia
m Oceénia

m Outros

Figura 1. Producao de azeitonas pelas regides do mundo em 2017. Fonte:
(10C, 2018)

Atualmente, cerca de 30 paises ao redor do mundo cultivam oliveiras,
contudo é na bacia mediterranea que esta localizada o maior nUmero dessa
cultura, sendo a principal fonte de producdo azeite de oliva do mundo. Esta
producédo mundial s6 foi possivel devido a estudos que produziram mais de 1500
cultivares de oliveira, para se adequar aos mais diferentes ambientes e climas.

Estima-se que o cultivo de oliveira ocupe mais de 9,8 milhdes de hectares, sendo

12



a 62 cultura mais importante para a producao de 6leos comestiveis (Kostelenos
e Kiritsakis, 2017).

Segundo dados da International Olive Council (I0C, 2018), em 2017 foi
produzido aproximadamente 2,95 milhdes de toneladas de azeitonas no mundo

(Figura 1), e processados 2,89 milhdes de toneladas de azeite de oliva.

1.2.Caracteristicas botanicas e condi¢cdes de cultivo
A taxonomia classica da planta de oliveira por categoria, nome cientifico

e nome comum estao apresentados a seguir (USDA, 2018):

. Reino: Plantae - plantas;

. Subreino: Tracheobionta - plantas vasculares;

. Superdiviséo: Spermatophyta - plantas de semente;
. Divisdo: Magnoliophyta - plantas com flores;

. Classe: Magnoliopsida - dicotiledbneas;

. Subclasse: Asteridae;

. Ordem: Scrophulariales;

. Familia: Oleaceae - familia oliveira;

. Género: Olea L. - Oliva;

. Espécie: Olea europaea L. - Oliva;

. Subespécie: Olea europaea L. ssp. europaea - azeitona europeia.

Além disso, a espécie O. europaea possui seis subespécies: subespécie
cuspidata, derivada do sul e leste da Africa e se espalha do Oriente Médio para
China; subsp. laperrinei, derivada do centro-sul do Saara e do Sahel oriental;
subsp. maroccana, advinda do sudoeste de Marrocos, a oeste do Monte Atlas;
subsp. cerasiformis, proveniente das llhas Canarias e da Madeira, e Porto Santo;
subsp. guanchica, derivada das ilhas Canarias; e a subsp. Europaea, que é
subdividida em duas variedades, a silvestre e a cultivada na Europa (Kostelenos
e Kiritsakis, 2017).

Ao longo dos anos, muitas cultivares de azeitonas foram desenvolvidas

para se adequar as condi¢cbes de cultivo, sendo que as quatro principais
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cultivares para producéo de azeite sdo: Koroneike na Grécia, Frantoio na Italia,
Arbequina na Espanha e Mission nos Estados Unidos da América (Kostelenos e
Kiritsakis, 2017). Porém, atualmente existem muitas outras cultivares, sendo
algumas delas proprias para producdo de azeitonas de mesa. As azeitonas
diferenciam-se em varios aspectos, como cor, tamanho e o teor e qualidade de

Oleo, revelando um metabolismo préprio para cada cultivar.

Existe uma grande gama de cultivares, com caracteristicas proprias e
resisténcia a estresses que permitem o plantio da oliveira em varios locais do
planeta. No estado do Rio Grande do Sul varias cultivares podem ser cultivadas,
entre elas a Arbequina, Manzanilla e Picual (Cappellaro et al., 2009). A seguir

estdo apresentadas algumas informacgdes pertinentes a cada uma delas:

Arbequina: E uma cultivar espanhola, muito apreciada pela alta
produtividade, tamanho médio de fruto (Figura 2a), alto rendimento de 6leo e
cultivo facil para pomares. Os 6leos séo ricos em polifenois, com amargor médio
e alto sabor de pungéncia, embora se destaque o alto indice de estabilidade e
alto teor de Acido oleico. E adequada para misturar com Oleos de baixa
estabilidade (Tous, 2017).

Picual: E uma cultivar importante na Catalunha, também encontrada em
varios lugares do mundo. Resistente a geadas e adaptavel a diferentes
condicdes climaticas e de solo. Seus frutos (Figura 2b) amadurecem no inicio e
no meio da temporada. Possui alto teor de 6leo, sendo produzido um azeite com
sabor frutado médio, equilibrado na boca e facilmente apreciado pelos novos
consumidores devido ao seu sabor adocicado, contudo apresenta baixa
estabilidade (Tous, 2017).

Manzanilla: Também de origem espanhola, sendo a mais apreciada e
difundida devido a alta produtividade e qualidade dos frutos (Figura 3) para
azeitona de mesa. Apresenta porte reduzido e se adapta ao cultivo intensivo. E
susceptivel ao frio e a separacéo entre polpa e caroco é realizada facilmente
(Cappellaro et al., 2009).

14



(@) (b)

2017)

Figura 3. Azeitonas da cultivar Manzanilla. Fonte: (Cappellaro et al., 2009)

A oliveira é uma arvore com formato arredondado com tempo de vida de
mais de 1000 anos, podendo medir entre 15 e 20 metros, e quando mantida sob
praticas agricolas, pode ser reduzida a alturas de 4 a 5 m (Tsantili et al., 2017).
Quanto ao fruto, a azeitona, pode ser dividido em trés parte: epicarpo (pele) que
representa 1-3% do peso; o mesocarpo, por¢do comestivel que representa 70-
80% do fruto; e o endocarpo, que representa a semente e 0 peso restante do
fruto (Farinelli et al., 2002). Segundo Tsantili et al. (2017) o tamanho e a forma
do fruto podem variar com a cultivar, carga de frutos, fertilidade do solo, agua
presente no solo e praticas agricolas, sendo as cultivares com tamanho de frutos
grandes destinadas a processamento de azeitonas para mesa, enquanto que
aguelas com tamanho de fruto pequeno séo destinados para producao de azeite

de oliva.
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Por ser uma cultura de clima subtropical, a oliveira deve ser cultivada nas
zonas temperadas e subtropicais, sob variacdes climaticas e de solo. As plantas
necessitam de invernos suaves e verfes quentes e secos, com temperatura
anual média de 15-20°C. Geadas na primavera e antes da colheita ndo sdo
fatores benéficos, podendo provocar o murchamento das azeitonas, queima das
folhas e até a necrose da arvore. As cultivares mais resistentes a geadas séo: a
Cornicabra, Arbequina, Picual, Mission, Leccino, Carolea, Chemlali, Moraiolo e
Picholine (Barranco et al., 2005). Nas regides tropicais ndo é viavel o cultivo da
oliveira, devido a falta de baixas temperaturas necesséarias para a floragéo,
contudo, algumas cultivares poderiam ser cultivadas em clima tropical, contanto
gue em elevada altitude, para atender as necessidades de baixa temperatura
(Tsantili et al., 2017).

Em estudo realizado por Tous et al. (2014) foi concluido que 70% das
plantacdes de oliveira no mundo séo tradicionais, sendo a densidade de arvores
€ de 120 por hectare; 29% sdo pomares modernos, ou intensivos, com 200 a
400 arvores por hectare ou de alta densidade com 450 a 800 arvores/ha; e
somente 1% sdo pomares com super-alta densidade, com mais de 1500

arvores/ha.

Em relacéo as folhas, Fernandez-Escobar et al. (2012) relatam que elas
se apresentam em formas de penas, cobertas por uma camada de cera e
cuticula. Além disso, seus estdmatos estdo quase deitados na superficie inferior,
protegendo as folhas da perda de agua e da radiacdo UV, podendo aumentar
em até trés vezes a superficie eficiente da folha.

1.3.Composicéao bioativa de folhas de oliveira
A composicdo bioativa das folhas de oliveira apresenta variacoes
conforme a variedade, cultivar, regido de cultivo, solo, condi¢cBes climaticas,
entre outras. Os compostos presentes nas folhas de oliveira a tornam um
material complexo (Tabela 1), que inclui flavonoides e seus derivados
glicosilados, secoiridoides e seus derivados, fenois simples, acidos fendlicos e

derivados, dentre outros.
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Tabela 1. Classes de compostos bioativos presentes em folhas de oliveira

Familia de Compostos Referéncia
compostos
Flavonoides Catequina, rutina, luteolina, taxifolina, Meirinhos et al. (2005), Silva et al.
diosmina, diosmetina, cirstimaritin, (2006), Jap6n-Lujan e De Castro
apigenina, quercetina, eriodictiol, (2008), Mylonaki et al. (2008),
luteolina-7-glicosideo,  apigenina-7- Kiritsakis et al. (2010), Taamalli et
glicosideo, luteolina diglicosideo, al. (2012a, 2012b), Quirantes-Piné
luteolina-7-rutinosideo, apigenina-7- etal. (2013), Talhaoui et al. (2014)
rutinosideo
Fenois simples Hidroxitirosol, tirosol, hidroxitirosol Silva et al. (2006), Japén-Lujan e
hexosideo, hidroxitirosol acetato, De Castro (2008), Kiritsakis et al.
tirosol glicosideo, vanilina (2010), Quirantes-Piné et al.

(2013), Talhaoui et al. (2014)

Acidos fendlicose Acido cafeico, acido vanilico, acido Quirantes-Piné et al. (2013)
derivados homovanilico, acido siringico, &acido

gélico, acido  ferrtlico, acido

clorogénico, A&cido caftarico, acido

quinico
Secoiridoides e Secologanosideo, oleosideo, Silva et al. (2006), Jap6n-Lujan e
seus derivados oleuropeina, siringaresinol, De Castro (2008), Kiritsakis

lucidomosideo D, dimetiloleuropeina, et al. (2010), Quirantes-Piné et al.
oleuropeina aglicona, oleosideo metil (2013), Talhaoui et al. (2014)
éster, oleuropeina  diglicosideo,

hidroxi  oleuropeina, ligstrosideo,

acido elendlico

Adaptado de Rodriguez-Pérez et al. (2017)

Segundo pesquisadores que avaliaram a composi¢cao bioativa de folhas
de oliveira da regido do Pampa Gaucho, elas apresentam médias de 16,1 a 30,2
mg.g* de acido galico, 33,1 mg.100g%, 13 mg.100g* e 46,1 mg.100g? de
clorofilas “a”, “b” e totais. Os teores de carotenoides expressos em luteina,
zeaxantina e B-caroteno foram de, 26,12 mg.100g, 22,95 mg.100g* e 10,76
mg.100g? respectivamente. Foram observados teores de tocoferdis totais de
10,42 mg.100g%, sendo 8,88 mg.100g* de a-tocoferol, 0,83 mg.100g* de y-
tocoferol, 0,71 de &-tocoferol e 0,02 de B-tocoferol (Pacetta, 2007; Cavalheiro et
al., 2014; Machado et al. 2014).

Romero et al. (2017) quando avaliaram folhas de oliveira cultivada sob
condi¢cBes agronémicas comuns perceberam que podem ser encontrados teores
de 20 e 70 g.kg* para &cidos triterpénicos e compostos fenélicos. Guinda et al.

(2015) avaliou quatro cultivares espanholas (Picual, Hojiblanca, Arbequina e
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Lechin) e observou teores que variaram de 8,02 a 15,8 % de compostos fendlicos

em peso de folha seca.

Em relacdo a quantidade de compostos fenélicos quantificados nas folhas
de oliveira, estudo realizado por Romero et al. (2017) encontrou teores de
oleuropeina que variaram para a cultivar Picual de 47468 a 72117 mg.kg?! e
Arbequina 30456 a 55577 mg.kg?! entre trés periodos de coleta
(novembro/janeiro/abril). Quando quantificado o0s compostos fendlicos
individuais em cultivares espanholas, Guinda et al. (2015) encontraram teores
variando de: 0,53 a 1,12 % para hidroxitirosol, 4,46 a 8,72 % para oleuropeina,

0,40 a 0,78 % para verbascoside.

1.4.Propriedades biolégicas das folhas de oliveira
Durante o império egipcio os extratos das folhas de oliveira eram muito
conhecidos e utilizados devido as suas propriedades medicinais e na
preservacao de alimentos (Rahmanian et al., 2015). No inicio de 1900, quando
haviam varios surtos de malaria, o cha das folhas de oliveira também era
utilizado, e apresentava resultados superiores ao quinino no tratamento da
doenca (Therios, 2009).

Além de serem conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, farmacologicamente, os extratos das folhas de oliveira vém
sendo utilizados como anti-hipertensivo (Obied et al., 2012), anticancerigeno
(Bouallagui et al., 2011; Barrajon-Castalan et al., 2015), anti-inflamatorio
(Lockyer et al., 2015), antimicrobiano (Pereira et al., 2007), hipocolesterolémicos
(Wang et al., 2008), imunomodulador no sistema gastrointestinal, respiratorio e
nervoso central, quimiopreventivo, cardiovascular e até para distarbios
metabdlicos (Cumaoglu et al., 2011; Obied et al., 2012; Bulotta et al., 2014;).

Extratos de folhas de oliveira inferiram na redugédo da pressao sanguinea
e da glicemia, e no aumento do fluxo sanguineo, relaxando as artérias (Konoz et
al., 2013). Foi observado que os compostos fenodlicos presentes na folha, como
a oleuropeina, seus derivados e hidroxitirosol, tem efeitos hipocolesterolémico
devido a diminuicdo do colesterol total sérico, na reducao de triglicerideos e dos
niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), assim como na reducéo do

18



processo de peroxidagdo lipidica e no aumento da atividade enzimatica
antioxidante (Jemai et al., 2008a; 2008b).

O extrato das folhas de oliveira demonstrou também alta atividade
anticancer, sendo observado sua atividade contra duas linhas tumorais da
tireoide (Bulotta et al., 2013), de tumores linfaticos das células tumorais da glia
(Carrera-Gonzalez et al., 2013) e de células de cancer de mama (Bouallagui et
al., 2011); além de seu papel quimiopreventivo no carcinoma de células
escamosas da lingua (Grawish et al., 2011).

Resultados de trabalhos em que foi avaliada a atividade de extratos de
oliveira, indicam que extratos ricos em flavonas, como a diosmetina e luteolina,
apresentaram maior atividade anticancer contra células da mama, concluindo
gue sua atividade ndo depende isoladamente de um composto, mas sim de um
conjunto (Taamalli et al., 2012b). Também foi observado que o consumo do
extrato de folhas de oliveira entre concentracdes de 300 a 1000 mg.kg™ e de
oleuropeina nas concentracdes de 25 a 85 mg.kg* duas vezes ao dia, durante
duas semanas, impediu 0 aumento da espessura da pele induzida pela radiacéo

ultravioleta B (Sumiyoshi e Kimura, 2010).

A atividade antimicrobiana é outra propriedade muito estudada dos
compostos presentes nas folhas de oliveira. Autores relatam atividade frente a
diversas bactérias, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., dentre outras
(Korukluoglu et al., 2006; Sudjana et al., 2009; Brahmi et al., 2012a; 2012b; Rafiei
et al., 2012).

1.5.Aplicacao das folhas em produtos alimenticios

As folhas consistem em aproximadamente 10% do peso total de azeitonas
gue chegam na industria para o processamento. Alguns autores estéo utilizando
este material como uma alternativa para o aumentar o potencial antioxidante em
azeites através da adicdo das folhas durante o processo de extragdo, com o
intuito de melhorar a qualidade tanto no ambito de caracteristicas quimicas
guanto sensoriais (Farag et al., 2003; Farag et al., 2007; Bouaziz et al., 2008;
Malheiro et al., 2013).
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Paiva-Martins et al. (2007) observaram que 1 kg do extrato das folhas de
oliveira pode fortificar de 50 a 320 litros de azeite refinado, obtendo, desta forma,
produto com estabilidade idéntica ao de azeite virgem. Malheiro et al. (2013)
relataram que adicionando 10% de folhas de oliveira durante a extragdo do azeite
h& um aumento de 30% de vitamina E no azeite, concedendo maior resisténcia

oxidativa ao produto final.

7

Também € observado o uso das folhas de oliveira para alimentacao
animal ou como combustivel de queima para geracao de energia (Altiok et al.,
2008; Ahmad-Gasem et al., 2013). Paiva-Martins et al. (2014) avaliaram a adicéo
de farinha de folhas de oliveira na dieta de porcos e perceberam reducdes nos
niveis de triacilglicerdis plasmaticos, no armazenamento de gordura e no menor
peso corporal, sugerindo a utilizacdo deste material na dieta humana. Os autores
destacam que as folhas podem ser incorporadas na dieta ndo somente através
de seus extratos, mas também na forma de farinha. Marangoni et al. (2015)
avaliaram a suplementacéo da dieta de frangos com farinha de folhas de oliveira
e perceberam que dietas com 10 g.kg* de folhas promoveram menor taxa de
mortalidade dos animais, e com 5 g.kg? induziram na menor converséo

alimentar.

Além de sua utilizagdo como farinha na alimentacdo animal e para
extracdo e melhoramento de azeites de oliva, as folhas sdo conhecidas a
milénios por seu uso na forma de chas. Segundo Ozcan e Matthaus (2017), o
cha de folhas de oliveira, na regido do mediterraneo, € 0 mais comumente

utilizado entre os povos para curar varios tipos de doencas.

1.6.A era da metabolémica
Com o advento das tecnologias gendmicas, protedmicas, transcriptdmicas
e, mais recentemente, metabolbmicas, a maneira de fazer ciéncias nas diversas
areas de pesquisas vem mudando e se adaptando as formas mais faceis e
rapidas de analise. Contudo € importante entender o que representa cada uma

destas técnicas.

A genbmica é uma técnica relacionada a resultados sobre a expresséo

genética, ou seja, a sequéncia completa do material genético, mais
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especificamente o DNA dos organismos. A transcriptdmica esta relacionada aos
RNAs requeridos pelas células, ja que os RNAs revelam quais 0s genes que
estdo sendo expressos e como a expressao destes podem mudar durante a vida
do organismo, diferente do DNA que se mantém estatico durante toda a vida (Do
Amaral et al., 2006). A protedmica, em sequéncia da transcriptdmicas, refere-se
ao sistema de proteinas que sdo sintetizadas depois que o DNA expressa o
comando através do RNA, e, portanto, € uma técnica que complementa as duas
anteriores, estando associada a elucidacdo das funcdes que as proteinas
exercem no organismo (Noordin e Othman, 2013).

A metaboldbmica € uma técnica que utiliza analise quantitativa ou
qualitativa, e, portanto, esta relacionada a todo o conjunto de metabdlitos
encontrados nas células, fluidos e/ou tecidos corporais (Koek et al., 2011).
Segundo De vos et al. (2007) a analise metabolémica, por ser capaz de
identificar e comparar um numero grande de compostos em um sistema
biolégico, € uma técnica de grande importancia. Contudo, segundo o autor,
quando é avaliado o tecido vegetal, € importante entender que seu complexo
sistema nao torna possivel a extracdo e deteccdo em uma sé vez de todos os

compostos presentes na matriz.

Existem dois métodos de se fazer a analise metaboldémica, de forma
direcionada ou ndo. A andlise direcionada é feita quando se quer avaliar um
grupo especifico de metabdlitos ou uma rota especifica de compostos. Enquanto
a andlise ndo-direcionada é realizada quando se deseja obter a visao do perfil
total de metabdlitos sintetizados em um sistema biolégico em determinada

condicao (Villas-Bbas et al., 2005; Cevallos-Cevallos et al., 2009).

Na &rea de alimentos a andlise metabol6bmica vem sendo muito empregada
para denominacdo de origem geografica; para examinar a influéncia de
diferentes condi¢Bes de cultivo, como solo, clima, irrigacdo, adubacao, dentre
outros; e também para identificar alteracbes genéticas, contaminacdes ou
adulteracdes (Zorb et al., 2006; Cevallos-Cevallos et al., 2009; Wahyuni et al.,
2013).

Autores utilizaram da analise metabolémica para avaliar o perfil

metabalico de gréos de trigo cultivados em diferentes métodos, sistema organico
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e convencional, em mesmas condi¢des de solo e clima (Zorb et al., 2006); e para
avaliar a biodiversidade de acessos de pimenta (Capsicum spp.) (Wahyuni et al.,
2013).

Devido a trabalhos (Hoffmann, 2016) foi possivel descriminar a partir da
analise metabolémica por cromatografia liquida, espécies de Butias e suas
origens geogréficas a partir da composi¢cdo da polpa dos frutos de forma néo
direcionada. Aranha (2016) caracterizou acessos de pimentas de forma né&o
direcionada também utilizando cromatografia gasosa, contudo a analise
metabolémica néo foi eficaz para discriminar as espécies, porém alguns acessos
foram diferenciados dos demais por apresentarem maiores teores de sacarose,

frutose ou dihidrocapsaicina.

1.7.Metabolismo secundario em plantas

Diferente do metabolismo primario que esta relacionado com o
armazenamento de energia e manutencdo nutricional da vida da planta, o
metabolismo secundario esta envolvido com a defesa frente a estresses bidticos
ou abidticos, chamativos para insetos polinizadores ou dispersores de sementes
ou até mesmo promovendo a simbiose entre planta e micro-organismos. Os
metabdlitos podem ser divididos em trés grupos, referentes a suas vias de
sintese e suas semelhancas estruturais, sendo eles os terpenoides, compostos

fendlicos e os compostos nitrogenados (Taiz e Zeiger, 2013).

Os terpenos sdo formados através da juncdo de moléculas de cinco
carbonos oriundas das rotas do acido mevalénico (MEV) e do metileritritol fosfato
(MEP). Os terpenos tém agéo tanto no crescimento e desenvolvimento das
plantas, quanto na defesa delas contra herbivoros (Trapp e Croteau, 2001;
Soriano et al., 2004; Veitch et al., 2008). Os terpenoides mais conhecidos sdo os
carotenoides, moléculas formadas por 40 carbonos, constituindo um dos
pigmentos mais importantes da natureza devido a suas numerosas funcoes,
largas distribuicdes e diversidade estrutural (Oliver e Palou, 2000). As variacdes
encontradas de carotenoides em frutas e vegetais geralmente estédo
relacionados a fatores como a variedade genética, estadio de maturacgéo, local

e variacOes climéticas, dentre outros (Capecka et al., 2005).
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Os aminoacidos, principalmente a lisina, tirosina ou triptofano, sdo as
principais moléculas precursoras dos compostos nitrogenados como 0s
alcaloides, glicosideos cianogénicos e os glicosinolatos. As principais funcdes
destes compostos estao relacionadas a controle de pragas como herbivoros e
apresentam risco toxicologico para os seres humanos (Chen et al., 2008;
McSweeney et al., 2008). Segundo (Taiz e Zeiger, 2013) os alcaloides interferem
no sistema nervoso, afetam transporte de membrana, a sintese proteica ou a
atividade de varias enzimas; enquanto que glicosideos cianogénicos liberam

acido cianidrico e os glicosinolatos isotiocianato.

Os compostos fendlicos séo oriundos da rota do acido chiquimico, sendo
a fenilalanina um intermediario da biossintese da maioria destes compostos
(Oliveira e Bastos, 2011). Dentro deste grande grupo estao presentes os acidos
fendlicos, flavonoides, antocianinas, ligninas e taninos. Os flavonoides séo
sintetizados através da rota do acido chiquimico e do acido mevalbénico. Os
taninos se dividem entre hidrolisaveis e condensados, sendo o primeiro
constituido de polimeros heterogéneos que contem &cidos fendlicos e o segundo
resultante da polimerizacdo de unidades de flavonoides. As antocianinas sao
glicosideos que podem apresentar varios acucares e as ligninas sao polimeros

de é&lcoois de fenilpropanoides altamente ramificados (Taiz e Zeiger, 2013).
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2 Capitulo 1 — Artigo de revisao

Potencial biolégico da oleuropeina
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Abstract: It is known that olive fruits and virgin olive oils are a good source of
polyphenols and other antioxidants that have aroused increasing interest. An
oleuropein, o-dihydroxyphenoic glycoside, is one of the main phenolic
compounds identified in fruits and leaves of olive. Oleuropein has several
pharmacological  properties, including antioxidants, cardioprotective,
neuropathic, anticancer and others. In addition, its derivatives are responsible for
the bitter and spicy taste of green fruits of olives and virgin olive oils. In the
physiology of the olive tree, an enzymatic biotransformation of the oleuropein is

related to a maturation of the fruit and to the tissue-specific defense mechanism.

Key-words: pharmacological properties, olive leaves, phenolic compounds.

Resumo: Sabe-se que os frutos da oliveira e os azeites virgens derivados sao
boas fontes de polifenois e outros antioxidantes que tem despertado interesse
crescente. A oleuropeina, glicosideo o-dihidroxifenoico, € um dos principais
compostos fendlicos identificados em frutos e folhas de azeitona. A oleuropeina

apresenta varias propriedades farmacoldgicas, incluindo efeitos antioxidantes,
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cardioprotetores, neuropaticos, anticancer e outros. Além disso, seus derivados
sao responsaveis pelo gosto amargo e picante de frutos verdes de olivas e de
azeites virgens. Na fisiologia da planta de oliveira, a biotransformacé&o enzimatica
da oleuropeina esta relacionada com a maturacao do fruto e com o mecanismo

de defesa especifico do tecido.

Palavras chaves: propriedades farmacoldgicas, folhas de oliveira, compostos

fendlicos.

Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.) € uma arvore frutifera classificada na familia
botanica Oleaceae, caracteristica da regido Mediterrdnea, que é utilizada para
fins ornamentais e para a producdo de azeite de oliva (Fares et al., 2011; Lalas
et al., 2011). Além de seus frutos, as folhas de oliveira também fornecem
componentes considerados importantes para a salude humana, e por iSso 0
interesse acerca das folhas tem aumentado, especialmente pelo seu elevado
conteudo de polifenois, os quais exercem efeitos benéficos a saude (Kiritsakis et
al., 2010).

As folhas de oliveira (Olea europea L.) s@o ricas em compostos fendlicos,
dentre os quais estd em maior concentracdo a oleuropeina (Aouidi et al., 2012;
Al-Azzawie, et al., 2006) a qual é um éster do acido elendlico e 3,4-dihidroxifenil
etanol (Tan et al., 2003) que, apods ser ingerida, é convertida para hidroxitirosol,
gque caracteriza-se como um composto com importante atividade antioxidante
(Zoidou et al., 2014). Diversos autores relatam que a oleuropeina apresenta
importantes propriedades como: anti-inflamatéria (Visioli et al., 1998),
antimicrobiana (Tripoli et al., 2005), antioxidante (Visioli et al., 2002), antiviral
(Micol et al., 2005), dentre outras.

As caracteristicas da oleuropeina despertam crescente interesse nos
meétodos de extracdo, de separacao, de purificacdo e a aplicacdo nas mais
diversas areas (alimenticia, cosmética e farmacéutica). Na industria alimenticia,
a oleuropeina pode ser usada para prevenir a oxidagdo em alimentos,
principalmente em produtos ricos em lipideos, uma vez que apresenta a

capacidade de sequestrar radicais livres (Xynos, et al., 2012).
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Caracteristicas

A oleuropeina consiste em um polifenol pertencente a um grupo
especifico de compostos semelhantes a cumarina, os secoiridoides. Os
secoiridoides séao produzidos pelo metabolismo secundéario dos terpenos e
formados a partir de um alcool feniletil (hidroxitirosol e tirosol), do acido elendlico
e, eventualmente, de residuos aglucosidicos.

A oleuropeina (C2sH32013) € um éster de hidroxitirosol e glucosido de &cido
elendlico (um esqueleto oleosidico comum aos glucosideos secoiridoides de
Oleaceae (Figura 1); composto fendlico ndo téxico de massa molecular 540,54
g.mol?t. Esta molécula é pouco volatil mas é termolabil, podendo se degradar a
partir de 80°C, instavel na presenca de oxigénio e a luz, possui uma alta
solubilidade em agua e uma baixa solubilidade em 0leo, apresenta aparéncia
cristalina em sua forma pura e é relativamente inodora (Montedoro et al., 1993;
Soler-Rivas et al., 2000; Segura-Carretero et al., 2010; Walter et al, 1973; Japdn-
Lujén et al., 2006; Pereira et al., 2007; Ansari et al., 2011).

A oleuropeina € um composto presente no metabolismo especializado de
plantas do género Olea, sendo observado em plantas da familia Oleaceae
(oliveira), assim como em géneros como o Jasminum e Fraxinus (Calis et al.,
1993; Damtoft et al., 1993; Tanahashi et al., 1996). Nas oliveiras o contetudo de
oleuropeina é influenciada pela variedade, clima, grau de maturacdo das
azeitonas no momento da colheita, sistema de processamento e tipo de produto
de oliva (Hassen, et al 2015). Nas folhas a concentracdo de oleuropeina € em
torno de 60-90 mg.g* (Le Tutour, 1992).

Relatos na literatura apontam que a oleuropeina apresenta um alto poder
antioxidante, propriedade anti-inflamatéria, acdo hipotensiva, hipoglicemiante e
hipouracémica, bem como acdes farmacologicas benéficas a saude como
antimicrobiana, antiviral e antitumoral, além de inibir o aumento da fragdo LDL
(Low Density Lipoprotein) no sangue (Bisignano et al., 1999; Benavente-Garcia
et al.,, 2000; Andrikopoulos et al., 2002; Micol et al., 2005; Al-Azzawie et al.,
2006).
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Biossintese e degradacgao

O estudo sobre a sintese da oleuropeina comecou apos ela ser relatada
pela primeira vez em 1960, e desde entéo se acredita que nas plantas da familia
das Oleaceae a oleuropeina seja derivada do acido mevalénico (MVA), o qual é
convertido por uma série de reacbes que incluem oxidacdes, reducoes,
glicosilacdes e metilacbes (Jensen et al., 2002; Ryan et al., 2002).

A oleuropeina representa, em sua sintese, um ponto de encontro entre a
sintese de terpeno e sintese fendlica (Ryan et al., 2002). Contudo, estudos
recentes apontam que muitas das reacfes para a sintese da oleuropeina ainda
sdo desconhecidas, 0 que torna impréprio excluir rotas de biossintese alternativa
da oleuropeina (Alagna et al., 2012). Ryan et al. (2002) apontam que a fracao de
hidroxitirosol, ou seja, a fracdo fendlica presente na oleuropeina deriva da
hidroxilagdo da aglicona ligstroside, sendo o tirosol (composto derivado da
tirosina) o principal precursor fendlico da oleuropeina. Damtoft et al. (1993)
salienta que a conversao biossintética é lenta, provavelmente em funcédo da
translocacdo dos precursores pelos tecidos da planta. No entanto, Alagna et al.
(2012) relatam que o ligstrésido talvez seja um derivado e ndo um precursor da
oleuropeina.

A degradacao da oleuropeina (Figura 2) pode ocorrer via enzimatica e/ou
quimica, culminando com a formac¢éo de compostos como o hidroxitirosol, acido
elendlico e dimetil oleuropeina, sendo este ultimo resultante da desmetilacédo da
oleuropeina (Briante et al., 2001; Servili et al., 2004; Alagna et al., 2012).

A oleuropeina é um composto abundante nos estadios iniciais de frutos
da oliveira. Durante o crescimento e amadurecimento das azeitonas existem trés
fases distintas, em que na primeira ha acumulo de oleuropeina (crescimento) e
na segunda e terceira ha reducéo dos niveis deste composto (maturacdo) (Amiot
et al., 1989). Estudos recentes relatam que durante a maturacao das azeitonas
de muitas cultivares de oliveiras, a oleuropeina é degradada em hidroxitirosol,
acido elendlico e dimetil oleuropeina (Yorulmaz et al., 2013). Ortega-Garcia et
al. (2008) observaram que durante o processo de maturacao dos frutos ocorreu
queda nas concentragfes de oleuropeina; no entanto, nas folhas das oliveiras,
durante 0 mesmo periodo, ocorreu aumento da concentracdo deste composto.

Os autores sugerem que pode haver uma interacdo entre a oleuropeina e as
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polifenoloxidases (POP), convertendo a oleuropeina em compostos que tenham
acao na desnaturacao, reticulacdo ou alquilagdo de proteinas, 0os quais podem
apresentar efeitos protetores contra herbivoros.

Os produtos de degradacdo da oleuropeina podem ser diferentes em
funcdo do tipo de enzima que atua sobre este composto. A B-glicosidade (EC
3.2.1.21) forma a oleuropeina aglicona ou a decarboximetil oleuropeina aglicona,
atraves da liberacéo da glicose; enquanto que as esterases produzem derivados
glucosil, como o hidroxitirosol e &cido elendlico, através da hidrolise das ligacbes
ésteres presentes na oleuropeina (Wang et al.,, 2009). As oxidoredutases,
peroxidases e polifenoloxidases, promovem o0 escurecimento através da
oxidacdo de o-diidroxifenois para o-quinones (Segovia-Bravo et al., 2009).
Contudo, segundo Ortega-Garcia et al. (2008) as polifenoloxidases ndo estao
relacionadas com a queda nos niveis de oleuropeina em frutos durante a
maturacdo, sendo observado tempos diferentes em relacdo a maior expressao
da enzima e altas concentracdes do composto.

Estudos de De Leonardis et al. (2015) revelaram que a presenga
simultanea de oleuropeina and hidroxitirosol faz com que o segundo composto
tenha um efeito inibitério na acdo das polifenoloxidases. Segundo Gutierrez-
Rosales et al. (2010), a sintese de oleuropeina esta relacionada com a hidrolise
enzimatica causada pela B-glicosidase, enzima presente em varias etapas e na
formacdo de compostos. As glicosiltransferases sdo consideradas como as
catalisadoras da formacdo de oleuropeina através de oleuropeina aglicona
(Alagna et al., 2012).

Atualmente pesquisadores buscam identificar os genes responsaveis pela
expressao génica que aumenta a producdo de oleuropeina, visando melhoria
genética para o aumento das concentracdes do composto e também para
aplicacdo em engenharia metabdlica em hospedeiros microbianos ou plantas
(Alagna et al., 2016).

Aspectos biolégicos

A oleuropeina é facilmente absorvida pelo organismo humano, e portanto,

assim como outros compostos fendlicos presentes na oliveira, grande parte da
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oleuropeina ingerida é absorvida (Vissers et al., 2002), podendo assim, participar

de varias funcdes no organismo.

Estresse oxidativo

Sendo um composto fendlico a oleuropeina € reconhecida
principalmente por ser um antioxidante, atuando na eliminacéo de radicais livres
(Cicerale et al., 2012). Isto se deve principalmente a presenca de grupos hidroxila
na sua estrutura quimica, particularmente na fracdo 1, 2-di-hidroxibenzeno. Os
grupos hidroxila podem doar hidrogénio para evitar a oxidacdo da molécula
(Hassen et al., 2015).

et al. (2014) consideraram a relagéo estrutura-atividade antioxidante
para estudar a atividade de eliminacao radical da oleuropeina e seus derivados
provenientes da oliveira usando a teoria funcional da densidade (DFT). No
estudo foi identificada uma posicdo radical unica (Cs) na oleuropeina,
caracterizada por baixa entalpia de dissociagcédo de ligacéo e de densidade de
rotacdo, além da capacidade de distribuicdo de elétrons.

A administracdo oral de extratos ricos em polifenois derivados de folhas
de oliveira induziu no aumento do potencial antioxidante dos niveis de lipidios
séricos e nas atividades hepaticas das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) em ratos alimentados com uma dieta rica em
colesterol (Jemai et al., 2008a).

Em estudo visando investigar o potencial efeito preventivo da
oleuropeina em uma toxicidade experimental de arsénio em camundongos,
Ogun et al. (2016) verificaram que a oleuropeina melhorou o dano tecidual
oxidativo pela eliminacéo de radicais livres. Neste estudo, o nivel de 6xido nitrico
no sangue e nos tecidos diminuiu, enquanto o conteiddo de malondialdeido
cerebral aumentou, em ratos tratados com arsénio. Ainda, a imunorreatividade
para Oxido nitrico sintase induziveis (INOS) e para as Oxido nitrico sintase
endoteliais (eNOS), aumentou com o tratamento com arsénio, além de que a
coloragdo imuno-histoquimica também demonstrou reducdo da expressédo de
INOS e eNOS no figado.

As atividades de antioxidantes enzimaticos, como superoxido dismutase

(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRXx), catalase (CAT)
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e o nivel de antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa (GHS), a-tocoferol,
B-caroteno e acido ascorbico, em coelhos de aloxano-diabéticos, apresentaram
um aumento (Al-Azzawie et al., 2006).

Muitos outros estudos demonstraram as propriedades antioxidantes da
oleuropeina, como da reducdo do estresse oxidativo envolvido em hemorragia
intracerebral (Shi et al., 2017), da capacidade de proteger as células musculares
contra o estresse induzido por H202 nas células (Hadrich et al., 2016), da inibigéo
da producédo de espécies reativas de oxigénio no nucleo paraventricular (PVN)
associado a hipertensdo (Sun et al., 2017), e do efeito no estresse oxidativo
induzido por lesédo de reperfusédo isquémica em coracédo de rato (Esmailidehaj et
al., 2016).

Obesidade

Hadrich et al. (2016) objetivaram avaliar o efeito da oleuropeina no nivel
de adiponectina na obesidade induzida por dieta hipercolesterolémica em ratos
e 0 mecanismo molecular subjacente a sua ativagdo, e observaram que a
oleuropeina induziu na reducéo do peso corporal, na massa de tecido adiposo,
de triglicerideos e da esteatose hepatica, e no aumento da concentracao sérica
de adiponectina. Com isso foi sugerido que a oleuropeina exerce importante
efeito anti-obesidade em ratos com dieta hipercolesterolémica por ativacéo da
proteina quinase pela adenosina monofosfato (AMPK), e pela supressdo da
expressao de PPAR vy (receptor de proliferador de peroxisoma y) nos tecidos

adiposos.

Diabetes

A sinalizagdo celular oxidativa vinculada ao estresse estd fortemente
associada ao metabolismo anormal da glicose (Valko et al., 2007). A oleuropeina
foi diagnosticada como possivel componente preventivo de diabetes e promotora
da reducdo da concentracdo de glicose no sangue, podendo ser utilizada no
tratamento de sintomas hiperglicémicos e no aumento da atividade antioxidante
(Wainstein et al., 2012). Sangi et al. (2015) introduziram diabetes em ratos por

estreptozotocina (STZ) e verificaram que a ingesta de oleuropeina reduziu
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significativamente os niveis séricos de glicose nestes animais. Liu et al. (2014a)
descreveram que a ingesta de oleuropeina aumentou a resisténcia a insulina em
diabetes induzida por dieta de alta gordura em ratos, reduzindo o fator de
necrose tumoral alfa e da interleucina-6, a qual é associada ao processo

inflamatério.

Colesterol

Coelhos com dieta hipercolesterolémica, apds tratamento durante seis
semanas com oleuropeina (10 ou 20 mg.(kg x d)1), apresentaram reduc¢éo no
colesterol total e nas concentracdes de triglicerideos (Andreadou et al., 2006).
Jemai et al. (2008a) testaram o efeito em ratos alimentados com dieta rica em
colesterol, e verificaram que a hiperlipidemia induzida por esta dieta resultou na
elevacédo do colesterol total (TC), triglicerideos (TG) e colesterol de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL-C). A administracdo de extratos de folhas de oliveira,
ricos em oleuropeina e polifenois reduziu significativamente os niveis séricos de
TC, TG e LDL-C e aumentou o nivel sérico de colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (HDL-C).

Cancer

Neuroblastoma € um dos tipos mais comuns de tumores pediatricos que
podem se espalhar rapidamente nos tecidos neuronais. Estudos avaliando o
efeito terapéutico da oleuropeina na proliferacdo celular, na invasdo, na
formacgéo de coldnias, no ciclo celular e nos mecanismos apoptéticos na linha
celular de neuroblastoma SH-SY5Y em condi¢des “in vitro”, demonstraram que
a oleuropeina pode ser um agente terapéutico no tratamento do neuroblastoma.
Foi observado que a oleuropeina provocou a prisao do ciclo celular por regulacao
negativa de CylinD1, CylinD2, CyclinD3, CDK4, CDKG6; regulagéo positiva das
expressodes de genes p53 e CDKN2A, CDKN2B, CDKN1A,; indugéo de apoptose
por inibicdo de Bcl-2; ativacdo de expressdes de genes Bax, caspase-9 e
caspase-3; reducdo da invasdo em células SH-SY5Y; e supressdo do numero

de col6nias (Secme et al., 2017).
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A quimioterapia a base de cisplatina é responsavel por um grande nimero
de falhas renais, e ainda esta associada a altas taxas de mortalidade. Estudos
com a ingesta de oleuropeina apontaram uma protecéo contra a nefrotoxicidade
induzida por cisplatina em ratos, além de ser observada atividade citoprotetora
significativa (Geyikoglu et al., 2017).

Hipertensao

A hipertensdo esta associada a producdo aumentada de espécies de
oxigénio reativo (ROS) no nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo (Sun et
al., 2017). Em ratos espontaneamente hipertensos, foi realizada a administracéo
de oito semanas de 60 mg.kg'.dia' de oleuropeina, e como resposta foi
observado um aumento do sistema de defesa antioxidante no PVN nos ratos
(Sun et al., 2017).

Hepatite B

Jasminum officinale L. da variedade Grandiflorum (JOG) € uma planta da
familia Oleaceae, que na medicina popular € utilizada para o tratamento da
hepatite no sul da China. Estudos demonstraram que a oleuropeina obtida das
flores de JOG bloqueia efetivamente a secrecao de antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAg) em células HepG2 2.2.15 de uma forma dose-dependente.
Observou-se também que a aplicacdo intraperitonial de 80 mg.kg?! de
oleuropeina, aplicada duas vezes ao dia, reduziu a viremia em patos infectados
com virus da hepatite B na auséncia de quaisquer sinais de toxicidade (Zhao et
al., 2009).

Hemorragia cerebral - AVC

Shietal. (2017) avaliaram a ingesta de oleuropeina em um modelo animal
de hemorragia intracerebral de ratos Sprague-Dawley, desde os sintomas gerais
até o mecanismo molecular detalhado. A partir do tratamento com oleuropeina
observou-se um alivio do estresse oxidativo no déficit neurolégico associado a

hemorragia intracerebral e edema cerebral de maneira dependente da dose.
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Desta forma, pode-se preservar a estrutura da barreira hematocefalica e
suavizar o estresse oxidativo, podendo portanto, ser utilizada como um agente

terapéutico promissor para a hemorragia intracerebral.

Miocardite

A miocardite € uma doenca cardiovascular comum e uma das principais
causas de cardiomiopatia dilatada. No estudo de Zhang et al. (2017) foi induzida
miocardite em ratos e aplicado a ingesta de oleuropeina. Os resultados sugerem
gue a oleuropeina efetivamente impede o desenvolvimento de miocardite com a
inibicdo das respostas inflamatorias mediadas por proteina quinases ativadas
por mitégenos (MAPKS) e pelo fator nuclear kappa-B (NF-kB). Com a miocardite,
citocinas segregadas de imunocitas ativadas destroem a funcionalidade dos
cardiomidcitos e as células inflamatérias magnificam a reacédo inflamatoria
cardiaca (Amoah et al., 2015; Christia et al., 2013). O fator nuclear kappa-B (NF-
K B) € um dos pontos de conversagao cruzada de multiplas vias inflamatérias do
sinal que tocam papeis fundamentais na regulagéo da expressédo de citocinas
(Kulms et al., 2006), pois controla a producdo de inumeros mediadores proé-
inflamatorios (Giner et al., 2013; Killeen et al., 2013). As proteinas quinases
ativadas por mitébgenos (MAPK) atuam na imunidade, na alteracdo dos niveis de
traducdo e na expressdo de varios citocinas pro-inflamatorias (Tiedje et al.,
2014).

Alzheimer

Fragmentos de Amiloide-3 (AR), os agregados de AR oligoméricos e 0s
peptideos piroglutamilados- AR, os mecanismos epigenéticos e a disfuncao de
autofagia, parecem contribuir de diversas formas para a doenca de Alzheimer
(Luccarini et al., 2015). Grossi et al. (2013) observaram um efeito benéfico da
aglicona de oleuropeina na reducdo da neurodegeneracdo associada a
Alzheimer. Os autores demonstraram que a suplementagdo dietética de
oleuropeina aglicona melhora fortemente o desempenho cognitivo em ratos
transgénicos TgCRND8 jovens e de meia idade, reduz os niveis de AB40 e Ap42,
além de reduzir o tamanho e a compacidade das placas de amiloide AB. Foi
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também destacada uma melhoria da memodria episddica nao-espacial e da
memoria funcional, em conjunto com a melhoria dos aspectos neuropatoldgicos
corticais e uma indicacdo de autofagia que protege os neurdnios da

citotoxicidade induzida por AR.

Parkinson

A doenca de Parkinson consiste em uma desordem neurodegenerativa
progressiva caracterizada pela morte progressiva de neurénios dopaminérgicos
do mesencéfalo (Pasban-Aliabadi et al., 2013). Pasban-Aliabadi et al. (2013),
com a utilizacdo de um modelo in vitro de doenca de Parkinson, que consiste em
toxicidade induzida por 6-hidroxidopamina no feocromocitoma adrenal de ratos,
relataram que a oleuropeina reduziu o ROS intracelular, a caspase 3 ativada, a
razdo Bax / Bcl-2 e a fragmentacdo de DNA em células tratadas com
oleuropeina. Os efeitos protetores da oleuropeina sdo relacionados a suas
propriedades anti-oxidativas e anti-apoptéticas e sugerem seu potencial
terapéutico no tratamento da doenca de Parkinson.

Fibrilas de colageno

As fibrilas de colageno podem se acumular em quantidades excessivas
e prejudicar o funcionamento normal dos 6rgaos, e esse acumulo é uma marca
registrada de fibrose cardiaca, de queldides e de esclerodermia sistémica. Na
fibrose cardiaca, a acumulacéo de fibrilas de colageno nos vasos sanguineos
leva ao espessamento das artérias e alteracdo da arquitetura e da funcao
cardiaca (Krenning et al., 2010). Bharathy e Fathimau (2017) investigaram o
efeito inibidor da oleuropeina na formacéo de fibrilas de colageno, e encontraram
uma reducdo substancial na formacdo de fibrilas, sugerindo o efeito da
oleuropeina na auto-montagem de colageno; e também observaram que a
formacao de fibrilas de colageno foi inibida de forma crescente em funcdo do

aumento da concentracdo de oleuropeina.
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Cistite Hemorragica

A cistite hemorragica € uma complicacdo devastadora observada em
pacientes ap0s tratamentos quimioterapicos convencionais que incluem agentes
alquilantes de oxazafosforina, como a ifosfamida e a ciclofosfamida (CYP)
(Altayli et al., 2012; Sinanoglu et al., 2012). Estudos demonstraram que o CYP
induziu a inflamacgéo urinaria na mucosa e no tecido conjuntivo submucoso da
bexiga, induzindo a danos vasculares, subsequientes hemorragias, ulceracéo e
erosdo da mucosa (Boeira et al., 2011; Moraes et al., 2013; Sherif et al., 2016).
Foi observado que a oleuropeina neutralizou os efeitos nocivos da ciclofosfamida
na bexiga, possivelmente devido as suas atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias, exercendo um efeito uroprotetor definitivo contra a cistite

hemorragica induzida por ciclofosfamida em ratos (Sherif et al., 2016).

Conclusoes

As folhas de Oliveira (Olea europeae L) apresentam em sua
composicao, diversos compostos de interesse como fendis simples e outros de
estruturas mais complexas. Dentre eles um dos grandes destaques é a
oleuropeina, a qual possui estrutura quimica mais complexa, esta presente em
maior abundancia nas folhas de oliveira e apresenta sabor amargo no fruto
imaturo. Este composto atua na prevencdo de doencas cardiacas, como
antioxidante natural, possui propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas,
além disso, juntamente com o hidroxitirosol, apresenta efeito sinérgico com as
vitamicas E e C. De acordo com as informac¢@es acerca da oleuropeina, pode-se
verificar que este composto possui diversas propriedades benéficas a saude e
por isso tem se mostrado um composto de destaque para as pesquisas nas mais

diversas areas de farmacos, alimentos e de cosméticos.
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Perfil metaboldmico de folhas de oliveiras de diferentes cultivares e épocas de coleta
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Resumo — As folhas de oliveira contém quantidades apreciaveis de compostos bioativos, 0s
quais estdo relacionados com o sistema de defesa das plantas e com diversas acdes no
organismo humano. As mudancas climaticas durante as estacGes do ano provocam estresses, 0s
quais funcionam como mecanismos de ativacdo das rotas de sinteses destes compostos.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar perfil metabdlico de folhas de cultivares de
oliveira (Arbequina, Manzanilla e Picual) coletadas nas quatro estagdes do ano (outono,
inverno, primavera e verdo). Foi realizada a determinag&o do perfil metaboldémico (compostos

fenolicos, flavonoides, taninos, carotenoides e clorofilas) por espectrofotometria UV-VIS e
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fendlicos individuais por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas, além de ensaios de potencial antioxidante. Como resultados foi possivel observar que
as folhas da cultivar Manzanilla apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos e que
as folhas coletadas no verdo apresentaram uma quantidade de compostos significativamente
maiores que as outras. Assim, foi possivel concluir que a cultivar e a época de coleta afetam de

maneira significativa o conteudo de bioativos e o potencial antioxidante de folhas de oliveira.

Termos para indexacao: estresses abidticos, metabolémica, Olea europaea L.

Metabolic profile of olive leaves of different cultivars and collection times

Abstract — The olive leaves contain appreciable amounts of bioactive compounds, which are
related to the plant defense system and with various actions in the human body. Abiotic stresses
act as mechanisms for activating the synthesis routes of these compounds. Therefore, the
metabolic profile of leaves of olive cultivars (Arbequina, Manzanilla and Picual) collected in
four periods of the year (autumn, winter, spring and summer) was evaluated in this study. The
determination of the profile of bioactives (phenolic compounds, flavonoids, tannins,
carotenoids and chlorophylls) by spectrophotometry and the metabolic profile by high
performance liquid chromatography coupled to mass spectrum, as well as antioxidant potential
tests were performed. As results it was possible to observe that the leaves of the cultivar
Manzanilla presented the highest levels of phenolic compounds and that the leaves collected in
the summer presented a number of compounds much more relevant than the others. Thus, it
was possible to conclude that the cultivar and the collection season significantly affect the

bioactive content and the antioxidant potential of olive leaves.
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Index terms: abiotic stresses, metabolomics, Olea europaea L.

Introducdo

Uma das mais antigas plantas cultivadas no mundo é a oliveira (Olea europaea L.), sendo
encontrada em diversas regides do globo terrestre, sendo os dois principais produtos oriundos
desta planta, o azeite e as azeitonas de mesa, com uma producdo estimada em 2017 de
aproximadamente 2,95 milhdes de toneladas de azeitonas e produzidos 2,89 milhdes de
toneladas de azeite (I0C, 2018). Contudo, o fruto da oliveira (azeitona) ndo é a Unica parte da
planta que pode ser aproveitada; as folhas, que sdo consideradas um coproduto oriundo da
producdo de azeitonas, podem ser encontradas em grandes quantidades nas industrias de azeite
e nas plantagdes durante o periodo de poda das arvores (Govaris et al., 2010; Herrero et al.,
2011).

As folhas de oliveiras sdo consideradas um material rico em compostos bioativos e devido a
isto elas se tornam um produto com grande potencial biolégico. Alguns produtos ja estdo sendo
elaborados a partir das folhas, os quais estdo sendo comercializados em diversas formas
(Tsimidou e Papoti, 2010), além disso os extratos das folhas podem ser incorporados em
alimentos, utilizados como nutracéuticos e/ou aproveitados pela industria farmacéutica. Os
principais compostos identificados nas folhas de oliveira sdo da classe dos fendlicos simples,
flavonoides e secoiridoides (Talhaoui et al., 2015). Todos estes compostos sdo originarios do
metabolismo especializado da planta e possuem func¢éo protetiva para a oliveira e para outras
plantas em que sdo sintetizados.

Os estresses abidticos que as plantas sdo submetidas, como falta ou excesso de agua, extremos
de frio ou calor, incidéncia de luz/UV-B, poluentes do ar, ferimentos mecanicos e a deficiéncia
nutricional, produzem radicais livres e por consequéncia provocam estresses oxidativos nas

plantas (Le Gall et al., 2015). Os compostos antioxidantes, como os fendlicos e flavonoides,
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tem a funcdo de regular o balanco de radicais livres no organismo da planta e evitar a sua morte
(Nakabayashi e Saito, 2015); sendo portanto, responsaveis pelo potencial antioxidante das
plantas, atuando como reguladores dos estresses que as plantas passam durante a vida.

Estes varios compostos metabolitos presentes nas plantas sdo uma fonte de estudo para o ramo
da metabolémica, e vem se tornando uma ferramenta muito importante para diversas areas na
ciéncia de alimentos, como a conformidade de regulamentos, processamento, qualidade,
seguranca e microbiologia (Cevallos-Cevallos et al., 2009). Com o avanco da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas é possivel identificar uma gama de compostos
muito grande em uma Unica andlise, de forma rapida e precisa.

Desta forma, neste estudo foi avaliada a influéncia no contetdo de bioativos do metabolismo
de trés cultivares de oliveiras (Arbequina, Manzanilla e Picual) durante as mudangas de estagdo
do Pampa gaucho, visando encontrar a melhor cultivar e época do ano para coleta das folhas

para possivel utilizacdo pela populacdo e/ou industria.

Material e métodos

Coleta e preparo das amostras

As folhas de oliveiras (Olea europaea L.) foram coletadas ao final das estacdes de outono
(Junho/2016), inverno (Setembro/2016), primavera (Dezembro/2016) e verao (Marco/2017), as
quais constituem as estacdes do periodo de um ano (Abril/2016 a Marco/2017). Trés cultivares
foram escolhidas para este trabalho, duas com producdo de azeitona destinada a extracdo de
azeite (Arbequina e Picual) e uma com producéo de azeitonas de mesa (Manzanilla). Todas as
cultivares foram cultivadas sob as mesmas condigfes agrondmicas e ambientais, nos mesmos
olivais localizados em uma propriedade privada em Pinheiro Machado (RS) (31°29'59,4" S e

53°30'32,7" O).
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As folhas foram coletadas das regides externas de 50 arvores adultas (< 5 anos), plantadas com
espacamento de 7 X 5 m, e cultivadas de forma a crescerem com tronco Unico. Apos coletadas,
as folhas foram reunidas em um d{nico reservatorio e levadas para o Laboratério de
Cromatografia da Universidade Federal de Pelotas, localizado na Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel (UFPel/Pelotas/RS). O material foi triturado e moido em moinho com auxilio de

nitrogénio liquido, armazenado em embalagens de polietileno e mantido a -80 °C.

Determinacao do perfil metabolémico

Compostos fendlicos: A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando a
metodologia de Singleton e Rossi (1965), com adaptacOes. Para a extracédo foi utilizado metanol
PA, e a amostra mantida sob agitacdo durante 24 horas a 25°C no escuro. Para a reacéo foi
utilizado Folin-Ciocalteu e NaCOs 20%, com reacdo de 2 horas e leitura a 765 nm em
espectrofotometro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para a quantificacdo foi utilizada uma
curva de calibragdo com padrdo de é&cido galico (5 a 140 mg.L™), e os resultados foram
expressos em miligramas equivalente de acido galico por grama de amostra seca (mg EAG.g
1)_

Flavonoides: Para determinacédo do total de flavonoides foi utilizada a metodologia de Funari
e Ferro (2006), em que foi obtido um extrato etandlico, seguindo os mesmos parametros do
extrato obtido para os compostos fenolicos. A reacdo foi realizada utilizando AICI3 com tempo
de 40 minutos e leitura no comprimento de 415 nm em espectrofotémetro UV-VIS (modelo
JENWAY 6705). Para a quantificacdo, uma curva de calibracdo foi obtida utilizando quercetina
como padrdo (5 a 100 mg.L™). Os resultados foram expressos em miligramas equivalente de
quercetina por grama de amostra seca (mg EQ.g™2).

Taninos hidrolisaveis: A quantificagdo de taninos hidrolisaveis seguiu metodologia descrita por

Brune et al. (1991), utilizando 0 mesmo extrato obtido para a analise de compostos fendlicos.
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A anélise foi feita através de uma reacdo do extrato com uma solugdo FAZ (uréia:acetato, goma
arabica e sulfato férrico de amodnio) durante 15 minutos, e leitura final a 680 nm em
espectrofotometro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para a quantificagdo uma curva de
calibracdo foi obtida utilizando acido galico como padrdo (0 a 400 mg.L™?), e os resultados
foram expressos em miligramas equivalente de acido galico por grama de amostra seca (mg
EAG.gY).

Taninos condensados: O teor de taninos condensados foi obtido pelo método de Price et al.
(1978), utilizando metanol acidificado com 1% de HCI para extracdo dos compostos, sendo que
a solucdo de extracdo foi mantida sob agitacdo constante por 2 horas, e centrifugada por 10
minutos a 5700xg. Para a reacdo o sobrenadante foi recolhido e adicionado de vanilina, sendo
que para cada amostra um branco utilizando metanol acidificado com 4% de HCI foi preparado.
A leitura foi realizada a 500 nm em espectrofotdmetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705), apds
20 minutos de reacdo em banho termostatico a 30°C. Para a quantificacdo uma curva de
calibragdo foi feita utilizando catequina como padrdo (0 a 400 mg.L™), e os resultados foram
expressos em miligramas equivalente de catequina por grama de amostra seca (mg EC.g™2).
Carotenoides: Para quantificacdo do total de carotenoides foi utilizada a metodologia de
Rodriguez-Amaya (2001). A amostra foi adicionada de acetona gelada durante 10 minutos e
depois adicionada de éter de petroleo em funil de separacdo, lavada trés vezes com agua e
coletada a porcao apolar, que foi lida em espectrofotémetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705)
a 433 nm. Uma curva de calibragdo utilizando padrao de B-caroteno foi obtida (10 a 50 mg.L"
1), e os resultados foram expressos em miligramas equivalente de B-caroteno por grama de
amostra seca (mg EB.g™).

Clorofilas: Para a determinagdo do total de clorofilas e de clorofilas “a” ¢ “b”, foi utilizada a
metodologia de (Harmut e Lichtenthaler, 1987), a extragéo foi realizada utilizando acetona 80%

e centrifugacdo a 1050xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado e leitura executada
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a 647 e 663 nm em espectrofotometro UV-VIS (modelo JENWAY 6705). Para quantificacdo
foram utilizadas as equacdes 1, 2 e 3, e os resultados foram expressos em miligramas por grama
de amostra seca (mg.g™2):
Clorofila “a” = (12,25 x A663) — (2,79 x A647) (eq.1)
Clorofila “b” = (21,5 x A663) — (5,1 x A647) (eq.2)

Clorofilas totais = (7,15 x A663) + (18,71 x A647) (eq.3)

Fendlicos individuais: A extracdo foi realizada segundo metodologia de De Vos et al. (2007),
com adaptac@es, pesou-se 100 mg de folhas de oliveiras, as quais foram adicionadas 990 pL de
metanol grau HPLC 90% acidificado com 0,1% de acido formico e 10 pL de reserpina (1
mg.mL) como padr&o interno. A mistura foi colocada em banho ultra-sénico por 15 minutos
a 25°C, e centrifugada a 14500xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado e
adicionado de mais 1 mL de metanol HPLC 90% acidificado com 0,1% de &cido formico,
repetindo as etapas de extracdo, e juntado ao sobrenadante anterior. O extrato foi filtrado em
filtros de nylon com poro de 0,22 um e injetado em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

A separacdo dos compostos foi realizada através de um cromatédgrafo liquido (UFLC,
Shimadzu, Japdo), acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo
quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a
separacdo cromatogréafica foi utilizada a coluna Luna C18 (75 x 2 mm). As fases mdveis foram:
agua acidificada com 0,1% de &cido formico (eluente A) e acetonitrila (eluente B). O gradiente
usado foi (min:%B): (0:10); (2:10); (10:75); (15:75); (18:90); (21:90); (23:10) e (30:10). O
fluxo da fase movel foi de 0,2 mL min e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C.

O espectrometro de massas foi operado no modo ESI negativo, com espectros adquiridos ao

longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os parametros de aquisi¢do foram: voltagem
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do capilar em 4 kV, pressdo do gas de nebulizagdo (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8 mL min
! temperatura da fonte de 180°C, colisio de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento
pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10mM, cobrindo toda
a faixa de aquisigdo (de m/z 50 até 1200). Além disso, experimentos automaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV ;
m/z 500 , 35 eV ; m/z 1000, 50 eV, sendo o nitrogénio utilizado como gas de coliséo.

Os compostos fendlicos foram quantificados com base em curvas padrbes de apigenina (39 a
2500 ng.mL™), 4cido hidroxibenzoico, campferol, luteolina, oleuropeina, quercetina, rutina e
tirosol. E os resultados expressos em microgramas equivalente dos padrGes por grama de

amostra seca (ug.g?).

Ensaios de potencial antioxidante

O potencial antioxidante da amostra foi determinado através do extrato metanolico utilizando
trés métodos. Para todos os métodos foram realizadas curvas de calibragdo (0 a 300 mg.L™)
utilizando como padrédo de referéncia o Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid), e os resultados foram expressos em milimol de Trolox por grama de amostra
seca (mmol Trolox.g™?).

O sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi determinado utilizando
metodologia de Brand-Williams (1995), sendo o extrato misturado com uma solucdo de DPPH
com absorvancia conhecida, e apds 100 minutos de reacao foi realizada a leitura a 517 nm em
espectrofotometro UV-VIS (modelo JENWAY 6705).

A capacidade redutora de ferro (FRAP) foi determinada através da reacdo do extrato com a
solucgéo de FRAP, a qual foi obtida com tampdo acetato, TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine)

e cloreto férrico. A reacdo ocorreu em banho termostatico a 30°C durante 30 minutos, e a leitura
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foi realizada & 595 nm em espectrofotdmetro UV-VIS (modelo JENWAY 6705) (Da Silva et
al., 2013).

A remocdo do radical ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) foi
determinada pela reacdo do extrato com a solucdo de ABTS, a qual foi obtida com ABTS e
persulfato de potassio, deixada em repouso por 16 horas antes da anélise. A duracdo da reacdo
foi de 6 minutos e a leitura foi realizada a 734 nm em espectrofotometro UV-VIS (modelo

JENWAY 6705) (Gulgin et al., 2010).

Andlises estatisticas

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial de 3 cultivares e 4
épocas de coleta. Para andlise dos dados foram realizadas as médias e respectivos desvios
padrdes, assim como a andlise de varidncia. Para as variaveis que apresentaram significancia
foi realizado teste de Scott-Knott considerando 5% de significancia. Também foi realizada a

andlise de correlacdo simples entre variaveis (p<0,05).

Resultados e Discusséo

Pelos resultados obtidos durante o experimento observou-se que para o total de compostos
fendlicos, flavonoides e de taninos hidrolisaveis nas folhas, ndo héa interacéo entre as cultivares
e as estacOes do ano. Desta forma a estatistica das variaveis separadas demonstraram que folhas
da cultivar Manzanilla apresentam maiores teores de compostos fendlicos e taninos
hidrolisaveis (Tabela 1).

Os compostos fendlicos sdo oriundos do metabolismo especializado das plantas e estdo
relacionados com a defesa dela frente & condicGes adversas durante a vida. Trabalhos
demonstram que diferentes cultivares apresentam producdo diferenciada de compostos

bioativos, como de compostos fendlicos (Stinco et al., 2015).
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Quando avaliados somente as estacdes do ano e sua contribuicdo para 0 aumento de
determinados compostos bioativos, percebeu-se que no inverno ocorreu a menor sintese de
compostos fendlicos e no verdo foi a maior sintese. Assim, foi observado que as altas
temperaturas podem resultar na ativagdo de mecanismos de protecdo da oliveira, € como
consequéncia induzir maior sintese destes compostos. Em estudo realizado por Martinez et al.
(2016) foi observada a influéncia do estresse salino e térmico em folhas de tomate, sendo
observado que para a familia dos flavonoides como a quercetina e o campferol, o estresse
térmico tem uma grande influéncia, fazendo com que o contetdo de alguns destes compostos
sejam elevados em mais de 100% com o aumento da temperatura.

No presente estudo, os teores totais de flavonoides apresentaram médias iguais entre
outono/verdo e inverno/primavera, enquanto que os teores de taninos hidrolisdveis
apresentaram médias iguais entre outono/inverno e primavera/verao; sugerindo assim, que as
mudancas entre as estacGes e por consequéncia nas temperaturas diérias, influenciam no
metabolismo das plantas de formas diferentes para cada classe de compostos presentes nas
folhas. Estes dados ainda ndo foram relatados em folhas de oliveira, contudo, conforme
observado por Martinez et al. (2016), o estresse térmico aplicado a plantas de tomate
incrementou o contetido flavonoides, contudo foi observada reducdo no contetudo de &cido
cafeoilquinico com a aplicacdo do tratamento térmico e aumento de conteddo com a aplicacéo
da salinidade.

Também ndo foi observada interacdo significativa para os potenciais antioxidantes das folhas
de oliveira coletadas nas diferentes estacdes de ano e das diferentes cultivares na andlise de
variancia (Tabela 2). Foi observado que nos trés métodos testados, o extrato das folhas que
apresentou maior atividade antioxidante foi da cultivar Manzanilla, comportamento também
observado para o contetudo de compostos bioativos. A analise de correlagdo demonstrou que

ocorreu uma alta correlagdo entre os potenciais antioxidantes e o contetdo de compostos
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fenolicos (r=0.8989; 0.907 e 0.8638). Segundo Talhaoui et al. (2014), quando avaliaram a
correlacdo entre o contetdo de compostos fendlicos de folhas de oliveira e o potencial
antioxidante medido pelo método de sequestro do radical DPPH, encontraram um alto grau de
correlacdo entre a eliminacdo do radical e o conteudo de compostos fenolicos (r=-0,9525).

De maneira geral o contetido dos compostos mais polares ndo apresentou interagdo, assim como
0s potenciais antioxidantes, j& que estes potenciais foram testados com os extratos polares. No
entanto, os contetidos de compostos mais apolares, como de clorofilas e de carotenoides (Tabela
3), foram variaveis analisadas que apresentaram interacdo significativa entre cultivar e estacéo,
indicando que estes compostos se comportam de maneiras diferentes entre cada estacdo do ano
para cada cultivar.

Para o total de clorofilas, clorofila “a” e “b”, as folhas da cultivar Arbequina apresentaram
maiores teores no outono, enquanto que as folhas das cultivares Manzanilla e Picual
apresentaram os maiores teores no verdo. As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram o0s
maiores teores somente no verdo, enquanto que no outono, primavera e inverno, o contetdo na
cultivar Arbequina foi estatisticamente superior das outras cultivares.

Para os teores de carotenoides, as folhas da cultivar Arbequina ndo apresentaram diferenca de
contetido entre as estacOes, visto que esta cultivar é a mais adaptada para a regido de cultivo.
Isto demonstra que as oscilacdes de temperatura e de radiagdo solar ndo influenciaram nestes
compostos nas folhas desta cultivar. Contudo, sugerem-se mais estudos para certificar este
resultado, visto que estudo realizado por Leon-Chan et al. (2017) demonstrou que 0 aumento
da radiacdo UV-B em plantas de pimentdo induziu no aumento do contetido de carotenoides.
Para as outras duas cultivares, o verdo foi a época em que houve maior sintese de carotenoides,
0 que é explicado pela maior incidéncia solar observada no periodo, corroborando com

resultados de trabalhos citados anteriormente.
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Nas estacGes mais frias, as folhas da cultivar Arbequina se sobressairam quanto ao contetdo
total de carotenoides, enquanto que nas estacGes mais quentes ndo foi observada diferenca entre
o contetido das folhas das trés cultivares. Assim, observa-se que as cultivares menos adaptadas
ao calor da regido necessitaram direcionar seu metabolismo para a produgdo de compostos de
protecdo contra a radiacdo UV, o que contrasta com o0s maiores teores dos compostos polares,
como discutido anteriormente.

A andlise de fendlicos individuais apresentou interacdo significativa entre cultivares e estacdes
do ano (Tabela 4), sendo possivel constatar que as estagcdes do ano exercem uma forte influéncia
no contetdo dos compostos bioativos, sendo observado conteldos superiores para a maioria
dos compostos nas folhas (apigenina, acido hidroxibenzdéico, campferol, luteolina, quercetina e
tirosol) no verdo. E evidente que o veréo foi a estagdo que mais provocou alteragdo nas plantas,
e que estas mudancas, principalmente no aumento do contetido de compostos bioativos, podem
estar relacionadas a maior incidéncia de luz/UV-B e ao aumento de temperatura. Este efeito ja
foi evidenciado por autores que avaliaram o perfil de bioativos de folhas de mirtilo (Jaakola et
al., 2004; Brahmi et al., 2013; Liu et al., 2014b).

Quanto aos teores dos compostos bioativos investigados, percebeu-se que as folhas da cultivar
Manzanilla, em praticamente todas as estacbes do ano (outono, inverno e primavera),
apresentaram maiores quantidades de apigenina, &cido hidroxibenzéico e tirosol. O mesmo foi
observado para as folhas da cultivar Arbequina quanto aos teores de campferol e luteolina. Os
maiores contetidos de oleuropeina e de rutina foram observados em todas as esta¢6es nas folhas
da cultivar Picual. Outros trabalhos ja demonstraram que o perfil metabdlico varia entre
espécies e localizacdo geografica (Hoffmann et al., 2017), assim como em diferentes cultivares

(Brahmi et al., 2013).
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Conclusdes

As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram maior potencial antioxidante e maior contetdo
de compostos fenolicos, sendo os compostos fendlicos presentes nas folhas de oliveira
demonstraram ser os responsaveis pelas suas capacidades antioxidantes.

As diferentes estagdes do ano exercem influencia (positiva ou negativa) no metabolismo das
oliveiras, que dependendo da cultivar, levaram aos aumentos ou redugfes da sintese de
compostos fendlicos, de carotenoides e de flavonoides. De maneira geral no verdo foram
encontrados 0s maiores teores para todos 0s compostos avaliados.

Cada cultivar de oliveira apresentou uma resposta diferente aos fatores climaticos, além de um
metabolismo prdprio, resultados estes importantes para as inddstrias de interesse para otimizar
seus processos. Na Arbequina foram encontrados os maiores teores de carotenoides nas
estacOes frias, Manzanilla apresentou maiores teores de compostos fendlicos e taninos

hidrolisaveis e a Picual valores intermediarios dos compostos avaliados.
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Tabelas do artigo

Tabela 1. Variacdo na composicdo bioativa das folhas das variaveis que ndo apresentaram

interacédo entre cultivar e estagéo do ano, safra 2016/17

Cultivares (média anual)

Compostos Taninos Taninos
Flavonoides?
Fenolicost Hidrolisaveis® Condensados
Arbequina 8.258* 5.25% 29.048 ND**
Manzanilla 10.054 5.56% 30.594 ND
Picual 8.458 3.948 26.09¢ ND

Estacdes (média das cultivares)

Outono 8.59°8 5.13% 26.60° ND
Inverno 7.61°¢ 4,198 25.238 ND
Primavera 9.088 4.428 29.15* ND
Verdo 10.40% 5.94A 33.334 ND
CV (%): 6.71 17.43 5.75 -

*Letras mailsculas iguais entre médias na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott considerando 5% de significancia; **N&o detectado; }(mg EAG.g™Y); 2(mg EQ.g™);

*(mg EAG.g™)
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Tabela 2. Potencial antioxidante das folhas de oliveiras de diferentes cultivares e estaces do

ano, safra 2016/17 (mmol Trolox.g™)

Cultivares (média anual)

DPPH FRAP ABTS

Arbequina  65.17¢* 59.84¢ 65.50¢
Manzanilla ~ 93.53% 80.86" 84.79%
Picual 72.048 66.48°8 71.998

EstacBes do ano (média das cultivares)

Outono 71.88€ 68.288 72.208
Inverno 59.82P 57.80°¢ 67.01°¢
Primavera  84.29% 68.428 73.11B
Verdo 91.66" 81.75% 84.06"
CV (%): 8.1 6.05 5.09

*Letras mailsculas iguais entre médias na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de

Scott-Knott considerando 5% de significancia.
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424  Tabela 3. Variacdo na composicdo bioativa para variaveis que apresentaram interacao

425  estatistica entre cultivar e estacdo do ano, safra 2016/17

Clorofila A (mg.g?)

Outono Inverno Primavera Verao
Arbequina 1.03A* 0.78%A 0.80°A 0.788
Manzanilla ~ 0.81°B 0.61¢B 0.85°A 1.09%4

Picual 0.64°C 0.49°8 0.64°8 0.83%

Clorofila B (mg.g™)

Outono Inverno Primavera Verao
Arbequina  0.50% 0.36"A 0.34°A 0.29°%8
Manzanilla ~ 0.34°B 0.27¢B 0.36°A 0.45%

Picual 0.25°C 0.21%8 0.258 0.31%8

Clorofila Total (mg.g™)

Outono Inverno Primavera Veréo

Arbequina  2.09% 1.65"A 1.79°A 1.64%8
Manzanilla ~ 1.78°8 1.41° 1.73°A 2.23%A
Picual 1.44°C 1.19°8 1.348 1.81%8

Carotenoides (mg EB.g™%)

Outono Inverno Primavera Verao
Arbequina 14.20%4 13.3184 12.243A 12.9434
Manzanilla  11.82P8 9.59¢B 11.98A 14.18%

Picual 10.438 8.19%® 9.70°8 12.22%

426  *Letras mindsculas iguais entre médias na linha e mailsculas na coluna ndo diferem
427  estatisticamente pelo teste de Scott-Knott considerando 5% de significancia; CV (%) para

428 clorofila A, B e Total de 10,16; 12,52 e 8,12 e carotenoides de 9,00
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429  Tabela 4. Fenodlicos individuais das folhas de oliveiras de trés cultivares e quatro épocas de coleta (ug.g™), safra 2016/17

Outono Inverno Primavera Verado

Arbequina Manzanilla  Picual  Arbequina Manzanilla  Picual Arbequina Manzanilla Picual Arbequina Manzanilla  Picual

Apigenina  83.75"®*  156.44*  87.34"®  111.99"* 168.89** 7157  71.62"C 110.68%®  38.04°°  87.46°® 163.91%4  98.63"A
Ac. hidrox. 1.81® 17.42%4 13.73"A  4.26%¢ 11.4%¢ 6.18"C 6.18°® 13.15% 10.91"®  8.16™ 3.92¢0 12.54%A

Campferol  2181.40°® 774.93°  1500.32° 1864.88*® 769.7<C 1462.92"® 2032.38%% 1343.29°8 859.91°C 4566.06"" 4889.17%4 3597.35

Luteolina ~ 48.94% 16.54<C 25.86°8  43.41%® 15.09¢¢ 31.97°8  44.35%® 30.17%8 15.20°¢  92.01°A 117.79%A  90.14°A

Oleuropeina 0.0°A 0.09°A 0.11%4 0.03A 0.07%® 0.07%® 0.03°A 0.03%P 0.06%¢ 0.04°A 0.04%¢ 0.05%¢

Quercetina  3.51°8 3.68"8 4.11%® 3.57%® 2.79%¢ 2.53¢ 3.18%® 3.41%® 2.09°P 4.21°A 4.39"A 5.404

Rutina 1804.03"® 2053.64"" 2898.33% 1205.23°° 1930.32"* 3707.94** 2716.96"* 847.2¢C 3384.254 1427.29%¢ 1217.29®® 1646.23%

Tirosol 6.43° 13.11% 10.82°4  7.40"® 9.94¢ 7.36°¢ 9.20°A 12.20% 9.70%8 455 7.99°P 11.29%4

430 *Médias seguidas de letras minusculas iguais entre cultivares em uma mesma época de coleta e mailUsculas entre épocas de coleta em uma mesma
431  cultivar ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott considerando 5% de significancia. CV (%) para apigenina, ac. hidrox.,

432  campferol, luteolina, oleuropeina, quercetina, rutina e tirosol, respectivamente de, 6,12;9,91; 7,54; 9,50; 13,26; 9,62; 9,76 e 3,84.
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4 Consideracdes finais

O conteudo de compostos polares e apolares se comportaram de maneira
diferente nas folhas de oliveira, enquanto que o conteddo de compostos
fendlicos, flavonoides e taninos hidrolisdveis apresentaram um comportamento
semelhante em todas as cultivares e estagdes de coleta, isso nao foi observado

para o conteudo de compostos mais apolares, como carotenoides e clorofilas.

As folhas da cultivar Manzanilla apresentaram maior potencial antioxidante
e maior conteado de compostos fendlicos. Foi observado maiores teores de
compostos fendlicos e potenciais antioxidantes nas folhas colhidas no veréo. Os
compostos fendlicos presentes nas folhas de oliveira demonstraram ser os
principais responsaveis pelas suas capacidades antioxidantes, contudo
aconselha-se avaliar o potencial dos compostos apolares presentes nas folhas,

como 0s carotenoides.

As diferentes estagdes do ano exercem influéncia (positiva ou negativa) no
metabolismo das oliveiras, que dependendo da cultivar, levaram aos aumentos
ou reducbes da sintese de compostos fendlicos, de carotenoides e de
flavonoides. De maneira geral no verdo foram encontrados os maiores teores

para todos os compostos avaliados.

Cada cultivar de oliveira apresentou uma resposta diferente aos fatores
climaticos, além de um metabolismo proprio, resultados estes importantes para
as industrias de interesse para otimizar seus processos. Na Arbequina foram
encontrados 0s maiores teores de carotenoides nas estacdes frias, Manzanilla
apresentou maiores teores de compostos fendlicos e taninos hidrolisaveis e a

Picual valores intermediarios dos compostos avaliados.

A cultivar que se destacou em termos de conteudo de compostos bioativos,
foi a Unica avaliada no estudo que tem finalidade para producédo de azeitonas de
mesa (Manzanilla). Sugerem-se estudos futuros avaliando um nimero maior de
cultivares produzidas na regido, para identificar se esta caracteristica esta

presente em todas as cultivares com a mesma finalidade de utilizagao do fruto.
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6 Apéndice

Apéndice 1. Curva de acido galico para determinacédo de compostos fendélicos

Curva para compostos fenolicos
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Apéndice 2. Curva de quercetina para determinacao de flavonoides

Curva para flavonoides
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Apéndice 3. Curva de acido galico para determinacédo de taninos hidrolisaveis

Curva para taninos hidrolizaveis
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Apéndice 4. Curva de catequina para determinacéo de taninos condensados

Curva para taninos condensados
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Apéndice 5. Curva de B-caroteno para determinacéo de carotenoides

Curva para carotendides
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Apéndice 6. Curva de trolox para determinacdo do potencial antioxidante pelo

método de ABTS

Curva para potencial antioxidante por ABTS
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Apéndice 7. Curva de trolox para determinacdo do potencial antioxidante pelo
método de DPPH
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Apéndice 8. Curva de trolox para determinacdo do potencial antioxidante pelo
método de FRAP
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Apéndice 9. Tabela de correlacédo simples entre variaveis

Compqstos Flavonoides Clorofila A Clorofila B Clorofila Carotenoides DPPH FRAP ABTS _Tamnps .
Fendlicos Total Hidrolisaveis
Compostos y 0.5626 0.5109 0.2973 0.554 0.324 0.8989 0.907 0.8638 0.769
Fendlicos
Flavonoides * y 0.5858 0.4839 0.6303 0.4831 0.3994 05042  0.4612 0.5494
Clorofila A * * . 0.9509 0.9818 0.7853 0.4236 04306  0.3306 0.6209
Clorofila B NS * * ; 0.9211 0.749 0.2226 0.233 0.134 0.4509
Clorofila * * * * - 0.7808 0.4124  0.4346  0.3454 0.6175
Total
Carotenoides NS * * * * ; 0.1889  0.2006  0.1141 0.5791
DPPH * * * NS * NS - 0.9297  0.9021 0.7662
FRAP * * * NS * NS * - 0.9191 0.7276
ABTS * * * NS * NS * * - 0.6858
Tanlnos * * * * * * * * * -
Hidrolisaveis

*Correlagao significativa pelo teste de Tukey considerando 5% de significancia
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