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RESUMO

CONSTANCIO, Vanessa da Silva. Efeito da jabuticaba (Myrciaria cauliflora),
do fruto da palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) e do jambol&o
(Syzygium cumini) sobre o perfil lipidico, a glicemia e a endotoxemia em
camundongos submetidos a dieta de cafeteria. 2015. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre — ES. Orientador: Prof. DSc. André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-
orientador (es): Profa. PhD. Neuza Maria Brunoro Costa. Profa. DSc. Mirelle
Lomar Viana.

O excesso de gordura corporal induz a um quadro inflamatério associado
a endotoxemia metabolica e aumento da resisténcia a insulina, bem como altera
o perfil lipidico que resulta em prejuizos a fungdo hepatica e renal. Estudos
sugerem que a ingestdo de alimentos antioxidantes, como os polifenadis,
proporcionam efeitos benéficos sobre os metabolismos glicidico e lipidico. O
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da casca de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora), da polpa do acai jucara (Euterpe edulis Martius) e do jambolao
(Syzygium cumini) sobre o perfil lipidico, a glicemia e a endotoxemia em
camundongos Swiss submetidos a dieta de cafeteria. Inicialmente, os frutos
foram liofilizados e submetidos a avaliacdo da composicédo centesimal. O ensaio
biolégico contou com 50 camundongos machos adultos da raca Swiss
distribuidos em 5 grupos (n=10/grupo), a saber. grupo tratado com dieta
comercial padrdo (controle negativo), grupo tratado com dieta de cafeteria
(controle positivo) e grupos teste que receberam por 14 semanas a dieta de
cafeteria suplementada com 2% de casca de jabuticaba, ou polpa do jambolao
ou polpa do acai jucara liofilizados. Na 132 e 142 semana foram determinadas a
toleréncia a insulina e a glicose dos animais. Ao final do periodo experimental,
avaliaram-se o ganho de peso, os parametros bioquimicos sanguineos,
histopatolégicos e endotoxemia. Os parametros bioquimicos avaliados foram:
colesterol total (CT) e as fracdes HDL-c, LDL-c, triacilgliceréis (TAG), bem como
proteina C reativa (PCR), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Na histopatologia foram avaliados os efeitos da dieta
hipercalGrica sobre a area dos adipdcitos, esteatose hepatica e funcéo renal a
partir do niamero e area dos glomérulos. A endotoxemia foi avaliada pela
concentracdo de lipopolissacarideos (LPS) no soro dos animais. Aplicou-se o
teste t para comparacdo dos resultados entre os grupos controle e ANOVA,
complementada com teste de Tukey (0=5%), para comparacdo dos grupos
suplementados com os frutos e o controle positivo. A suplementacdo com 2% de
jamboldo a dieta de cafeteria resultou em reducdo significativa (p<0,05) do
contetdo de CT, LDL-c, TAG, da razdo CT/HDL, bem como diminuicdo da area
dos adipdcitos dos animais tratados com os frutos. A suplementacdo com acai
jucara também foi capaz de reduzir o conteado de CT, TAG e a area dos
adipdcitos, aléem de elevar a tolerancia a glicose. Por outro lado, a jabuticaba néo
foi eficaz na melhoria dos parametros relacionados ao metabolismo lipidico, ao
metabolismo da glicose e dos aspectos histopatolégicos. A suplementacdo com
2% dos frutos liofilizados ndo promoveu efeitos positivos na redugcéo do ganho
de peso, resisténcia a insulina e endotoxemia provocada pela ingestdo da dieta
de cafeteria. Além disso, os frutos também néo foram eficientes na preservacao
da histologia renal e infiltragédo lipidica no figado. Conclui-se que a inclusédo do
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jamboldo e do acai jucara na dieta pode apresentar efeitos positivos sobre danos
causados por dietas hiperlipidicas, especialmente no que se refere a
dislipidemia, a tolerancia a glicose e a hipertrofia dos adipdécitos.

Palavras-chave: perfil lipidico, resisténcia a insulina, endotoxemia, jabuticaba,
acai, jambolao.

Xiv



ABSTRACT

CONSTANCIO, Vanessa da Silva. Effects of jabuticaba (Myrciaria cauliflora),
jucara palm fruit (Euterpe edulis Martius) and jambolan (Syzygium cumini)
on lipid profile, blood glucose and endotoxemia in mice submitted to
cafeteria diet. 2015. Dissertation (MSc in Food Science and Technology) -
Federal University of Espirito Santo, Alegre-ES. Advisor: Prof. Dr. André Gustavo
Vasconcelos Costa. Co-advisor(s): Prof. Dr. Neuza Maria Brunoro Costa. Prof.
Dr. Mirelle Lomar Viana.

The excess body fat leads to an inflammatory reaction associated with metabolic
endotoxemia and increased insulin resistance, as well as altering the lipid profile
which results in damages to liver and renal function. Studies suggest that intake
of antioxidant foods, such as polyphenols, provide beneficial effects on glucose
and lipid metabolism. The objective of this study was to investigate the jabuticaba
bark effect (Myrciaria cauliflora), pulp of acai jucara (Euterpe edulis Martius) and
jambolan (Syzygium cumini) on the lipid profile, blood glucose and endotoxemia
in Swiss mice underwent diet cafeteria. Initially, the fruits were freeze-dried and
evaluated for their chemical composition. The biological assay included 50 adult
male mice of the Swiss race divided into 5 groups (n = 10 / group), namely: the
group treated with standard commercial diet (negative control), group treated with
cafeteria diet (positive control) and groups test for 14 weeks who received the
cafeteria diet supplemented with 2% jabuticaba bark, or pulp jambolan or pulp
acai jucara lyophilized. In the 13th and 14th week were determined tolerance to
insulin and glucose of animals. At the end of the experiment, we assessed weight
gain, blood biochemistry, histopathology and endotoxemia. The biochemical
parameters were: total cholesterol (TC) and HDL-C fractions, LDL-C, triglycerides
(TAG) and C-reactive protein (CRP), aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT). Histopathology studies the effects of calorie diet
over the area of adipocytes, fatty liver and kidney function from the number and
area of the glomeruli. The endotoxemia was assessed by the concentration of
lipopolysaccharide (LPS) in serum of the animals. We used the t test for
comparison of results between the control group and ANOVA, and Tukey's test (a
= 5%), to compare the groups supplemented with fruit and the positive control.
Supplementation with 2% jambolan the cafeteria diet resulted in a significant
reduction (p <0.05) CT content, LDL-C, TAG, the TC / HDL and decreased
adipocyte animal area treated with the fruits. The supplementation of acai jucara
was also able to reduce the content of TC, IGT, and adipocytes area, in addition
to increasing glucose tolerance. On the other hand, the blemish was not effective
in improving the lipid parameters related to metabolism, glucose metabolism and
histopathological aspects. Supplementation with 2% lyophilized fruits did not
cause positive effects in reducing weight gain, insulin resistance and
endotoxemia caused by ingestion of a cafeteria diet. Furthermore, the fruits were
not effective in preserving renal histology and fatty infiltration of the liver. It
follows that the inclusion of jambolan and acai jucara in the diet can have positive
effects on the damage caused by high fat diets, especially with regard to
dyslipidemia, glucose tolerance and adipocyte hypertrophy.

Keywords: lipid profile, insulin resistance, endotoxemia, jabuticaba, acali,
jambolan.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica (GARCIA-
CABALLERO et al.,, 2012), a qual esti relacionada ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina (RI) causada por inadequacdo na producdo ou por
anomalias na via de sinalizacdo deste hormonio (CHANG e LI, 2011). No DM2 é
muito comum a redugdo da expressdo do transportador de glicose insulino-
sensivel (GLUT4) (ABEL et al., 2001) que resulta em hiperglicemia,
hiperinsulinemia compensatéria e armazenamento de lipideos no tecido adiposo
(HIGA et al., 2014).

O excesso de gordura corporal associa-se ao DM2 em funcao de
mecanismos organicos de elevacédo da Rl (MISRA et al., 2004). Nesse processo
ocorrem aumento da producdo e expressao de citocinas pro-inflamatérias como
a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (CODONER-
FRANCH e ALONSO-IGLESIAS, 2015). Estas citocinas inibem receptores de
insulina, provocando redugdes significativas na sensibilidade a este hormonio
(SHOELSON et al., 2003).

Além disso, a ocorréncia de DM2 esta relacionada ao aumento do
estresse oxidativo e reducdo da producdo enddégena de enzimas antioxidantes
(STYSKAL et al.,, 2012), correlacionados ao consumo de dietas ricas em
gorduras e pelo consequente processo de obesogénese (GAUR et al., 2014).
Portanto, visando o esclarecimento dos mecanismos envolvidos no processo de
ganho de peso e RI, pesquisadores tem utilizado a administragédo da dieta de
cafeteria a modelos animais. Em geral, estas dietas sdo ricas em lipideos e
carboidratos, e se propdem a simular os habitos alimentares de populacfes
ocidentais (KRETSCHMER et al., 2005; MACEDO et al., 2012).

Dietas com alta concentracdo de gordura também estdo associadas com
a endotoxemia metabdlica mediada pelo aumento dos niveis de
lipopolissacarideos plasmaticos (LPS) (CARICILLI e SAAD, 2014). Os LPS séao
derivados da membrana externa de bactérias gram-negativas que residem
principalmente no intestino, as quais podem causar danos a integridade da
mucosa (MOREIRA e ALFENAS, 2012). Esses compostos sdo responsaveis
pela ativagdo do receptor imune inato Toll-like receptor 4 (TLR4) (ERRIDGE,

2011), o qual permite a translocacdo desta endotoxina para o0s capilares

1



intestinais (NEAL et al, 2006). A ativacdo deste receptor resulta em resposta
inflamatoria no muasculo, figado e tecido adiposo, por meio do aumento dos
niveis do anion superoéxido, atividade de NF-kB e fatores pré-inflamatorios (CANI
et al.,, 2007a; DASU e JIALAL, 2011).

Numerosos estudos tém sugerido a aplicacdo de terapias a base de frutos
e vegetais com potencial antioxidante, principalmente aqueles ricos em
polifendis, como forma de combater o estresse oxidativo (CAO et al., 1998;
PATEL et al., 2012; COSTA et al., 2013). Os polifenéis podem conferir melhor
perfil de RI, reduzir a glicemia de jejum e pdés-prandial (OGAWA et al, 2013;
ROOPCHAND et al., 2013), reduzir os niveis sanguineos de colesterol total, LDL
(UDANI et al, 2011) e triacilglicer6is (ARAUJO et al., 2014), além de aumentar o
colesterol HDL (LENQUISTE et al., 2012). Atribuem-se também aos polifendis
efeitos prebioticos capazes de conferir modificacBes na microbiota intestinal, que
podem beneficiar bactérias como Bifidobacterium e Prevotella relacionadas com
a reducdo dos niveis de LPS (QUEIPO-ORTUNO et al., 2012; CLEMENTE-
POSTIGO et al., 2013).

O Sudeste brasileiro possui alta biodiversidade de frutos ricos em
polifendis, como a casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora), o acai jucara
(Euterpe edulis Martius) e o jamboldo (Syzygium cumini) (BRITO et al., 2007;
COSTA et al., 2013).

A jabuticaba é um fruto que possui a casca abundante em polifendis
(REYNERTSON et al. 2008), entre eles as antocianinas (58,1mg/100g)(RUFINO
et al., 2010; LENQUISTE et al., 2012). Dragano et al. (2013), em avaliagdo sobre
o efeito da adicéo de diferentes concentragdes (1, 2 e 4% da dieta) de casca de
jabuticaba na dieta de camundongos Swiss, relataram significativa melhora da RI
em animais tratados com 1, 2% e 4% de casca de jabuticaba/kg de dieta.

Outro fruto rico em antocianinas é obtido da palmeira jucara, ou também
conhecido como acai jucara. O despolpamento desse fruto gera um produto,
semelhante nutricionalmente a polpa do acai da Amazoénia (Euterpe oleracea), o
gual apresenta um alto contedado de antocianina (290mg/100g de fruta) (BRITO
et al., 2007). Kang et al. (2011) observaram que a polpa do acgai apresenta
expressiva atividade antioxidante, de acordo com o método ORAC. Segundo
Noratto et al. (2011), o extrato de polifendis do acai apresentou efeito protetor

sobre as células endoteliais humanas contra o estresse oxidativo.



O jamboldo também se destaca pelo seu potencial antioxidante, apresenta
aproximadamente, 79mg de antocianina/100g do fruto (BRITO et al., 2007). Além
disso, possui importantes propriedades biologicas, entre elas hipolipemiante e
hipoglicemiantes (BALIGA et al., 2011). De acordo com De Bona et al. (2011), o
extrato de polifendis obtido de folhas do jamboldo pode ser utilizado como
coadjuvante no tratamento do DM2.

Neste contexto, o presente estudo contribuird para maior elucidagédo dos
efeitos da casca da jabuticaba e das polpas de jambolédo e agai jucara sobre o
metabolismo lipidico e glicidico. Ainda, esta pesquisa contribuird para melhor
conhecimento do efeito dos frutos sobre a endotoxemia em camundongos Swiss

submetidos a dieta de cafeteria.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da casca de jabuticaba (Myrciaria cauliflora), da polpa
do acai jucara (Euterpe edulis Martius) e do jambol&o (Syzygium cumini) sobre o
perfil lipidico, a glicemia e a endotoxemia em camundongos Swiss submetidos a

dieta de cafeteria.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a composicéo fisico-quimica dos frutos liofilizados;

- Analisar os parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo lipidico em
camundongos;

- Determinar o efeito dos produtos teste sobre a tolerancia a insulina e a glicose
em camundongos;

- Verificar o efeito dos frutos sobre a infiltracéo lipidica no figado;

- Analisar a capacidade dos frutos na reducéo do peso e area dos adipdcitos;

- Averiguar o efeito dos frutos na preservacéao da histologia renal,

- Avaliar o efeito da suplementacédo dos frutos sobre a endotoxemia, por meio da

determinacédo do contetdo de LPS sanguineo.



3 JUSTIFICATIVA

O diabetes tipo 2 (DM2) é considerado um grave problema de saude
publica, uma vez que possui alta prevaléncia e progressivo aumento na sua
incidéncia nos ultimos anos. De acordo com a Federacdo Internacional de
Diabetes, o DM2 é uma epidemia global, com prevaléncia de 382 milhdes de
diabéticos em 2013 (IDF, 2013). Essa doenca esta entre as principais causas de
morte no mundo, e acomete individuos de todos o0s niveis socioecondmicos
(BRASIL, 2011; GARCIA-CABALLERO et al., 2010; GARCIA-CABALLERO et al.,
2012).

O processo de obesogénese relaciona-se ao DM2 em funcdo de
mecanismos organicos de elevacdo da resposta inflamatéria, como producéo e
expressdo de citocinas proé-inflamatérias que inibem receptores de insulina e
provocam reducfes significativas na sensibilidade a este horménio. Esta
resposta inflamatdria € causada pela alta ingestao de gordura e de carboidratos,
gue acarreta em um quadro de obesidade.

A alimentacdo rica em gordura modula a microbiota intestinal e a
concentracdo plasmatica de lipopolissacarideos (LPS) (CANI et al., 2008). Por
sua vez, o aumento dos niveis de LPS se associa a inflamacgéo, pois este
incremento esta relacionado a reducdo da expressdo de proteinas das juncdes
tight do epitélio intestinal, como ocludinas e ZO-1, gerando um aumento na
permeabilidade intestinal (MUSSO et al., 2010). A obesidade também induz
alterac6es no perfil lipidico que podem produzir esteatose hepética e hipertrofia
dos adipécitos. Diversos estudos tém associado o excesso de gordura corporal e
0 aumento da resisténcia a insulina (RI) como resultantes do estresse oxidativo,
o qual pode ser amenizado por terapias a base de frutas e vegetais com
potencial antioxidante (STYSKAL et al., 2012; COSTA et al., 2013).

Os polifendis, como as antocianinas, presentes na jabuticaba, no
jambol&o e no fruto da palmeira jucara apresentam potencial benéfico a saude,
em virtude dos efeitos antioxidantes, que podem resultar na reducdo da
hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia.

Portanto, este estudo contribuird para maior elucidacdo dos efeitos da

casca de jabuticaba e das polpas de jamboldo e do agai jucara sobre o



metabolismo lipidico e glicidico. Ainda, esta pesquisa € pioneira em investigar 0s

efeitos da jabuticaba, jamboléo e acai jucara sobre os niveis de endotoxemia.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Diabetes mellitus tipo 2 e estresse oxidativo

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma doenca que provoca desordem
metabdlica grave (GARCIA-CABALLERO et al., 2012) e de etiologia mdultipla, a
gual se caracteriza por um estado de hiperglicemia cronica (BAHADORAN et al.,
2013). A doenca estd relacionada com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina (RI), devido a falhas na sinalizacdo deste horménio e/ou disfuncdo da
sua producédo pelas células B-pancreéticas (CHANG e LI, 2011). A RI, por sua
vez, favorece a hiperinsulinemia e armazenamento de lipidios no tecido adiposo
(CANI et al., 2007a). Consequentemente, ocorrem anormalidades no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, inflamacdo sub-clinica e
aumento do estresse oxidativo (SANTAGUIDA et al., 2008; SPRANGER et al.,
2003).

O DM é um dos mais importantes problemas de saude publica mundial e
sua prevaléncia vem crescendo a cada ano. Segundo a Federacao Internacional
de Diabetes (IDF), esta enfermidade atinge 382 milhdes de pessoas em todo o
mundo e este numero pode chegar a 592 milhdes em 2035 (IDF, 2013). O Brasil
possui aproximadamente 12 milhdes de diabéticos (IBGE, 2010). O DM2 é a
forma presente em 90% a 95% dos casos e se caracteriza por defeitos na acao e
deficiéncia relativa na secre¢do de insulina, resultando em graus variaveis de Rl
(SBD, 2014). A reducgédo da sensibilidade a insulina é caracterizada por pequena
captacdo de glicose pela célula do tecido muscular, menor impedimento da
producdo de glicose pelo figado e diminuida capacidade de inibir lipélise no
tecido adiposo (SCHENK et al., 2008; MIZGIER et al., 2014).

Estudos longitudinais suportam a hipétese de que a Rl seria consequéncia
da obesidade (SBD, 2009). Em obesos, a Rl pode ser desencadeada por
consumo crénico de dietas ricas em gordura (GAUR et al., 2014). Essas dietas
elevam os acidos graxos livres (AGL) circulantes fornecidos pelo tecido adiposo
na lipdlise. No meio intracelular, os AGL exercem acéao inibitoria na secrecao de
insulina pelas células B-pancreaticas e efeitos sistémicos sobre a sensibilidade a

insulina na utlizacdo periférica da glicose, referidos como lipotoxicidade



(MCGARRY, 2002; CINTRA et al., 2011). Soma-se a isso, a capacidade do
tecido adiposo de sintese e expressdo de horménios e citocinas pro-
inflamatorias tais como: IL-1, IL-6 e TNF-a (WELLEN E HOTAMISLIGIL, 2005;
CODONER-FRANCH E ALONSO-IGLESIAS, 2015). O TNF-a tem sido
associado ao aumento da RI por fosforilacdo em serina do substrato do receptor
da insulina-1 (IRS1). O IRS1 fosforilado em serina ndo € capaz de ativar
fosfatidilinositol 3 quinase (PI13-q) o que resulta em transporte diminuido de
glicose (QATANANI e LAZAR, 2007). O tecido adiposo também estimula a
producdo hepatica de proteina C reativa (PCR), principal mediador de resposta
inflamatoria na fase aguda. Essas substancias pro-inflamatorias em niveis
elevados estdo associadas ao desenvolvimento de DM2 (PRADHAN et al.,
2001). Outra citocina relevante produzida pelos adip6citos maduros € a resistina,
a qual tem sido tratada como um dos principais fatores associados ao
desenvolvimento de RI provocada pela obesidade (WAJCHENBERG e COHEN,
2014).

Além disso, a RI, causada pela obesidade induzida pela dieta, leva a
menor fosforilacdo em sitios especificos, como a tirosina, 0s quais sao
importantes para a cascata de sinalizacdo da insulina (FARESE et al., 2014).
Ainda, no musculo esquelético e figado (RICHARDSON et al., 2013), provoca
desordem na expressdo e ativacdo de proteinas da via de sinalizacdo da
insulina, o IRS1 e PI3-q. Estas proteinas-chave da via da insulina resultam em
reducdo no consumo e utilizacao de glicose (CINTRA et al., 2011; FATANI et al.,
2012). Em longo prazo, essas perturbacbes metabdlicas podem provocar
complicacbes, tais como neuropatia, retinopatia, nefropatia e consequente
diminuicdo da qualidade de vida e um aumento na taxa de mortalidade
(SPRANGER et al., 2003; SANTAGUIDA et al., 2008).

O desenvolvimento das complicacbes do DM2 esta intimamente
relacionado ao aumento do estresse oxidativo, que por sua vez se associa a
diminuicdo do sistema de defesa antioxidante endégeno e aumento na producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (STYSKAL et al., 2012). As ERO estao
associadas ao desenvolvimento de RI (ANDO E FUJITA, 2009), o que resulta em
hiperinsulinemia compensatoria, hiperglicemia e armazenamento de lipideos no
tecido adiposo (HIGA et al., 2014).



A producdo de radicais livres consiste em um processo continuo e
fisioldgico, associado a importantes funcbes metabdlicas como a transferéncia
de elétrons em células aerdbicas, especialmente pela cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial (LAMBETH e NEISH, 2014). Porém, a produgdo continua
de radicais livres precisa ser balanceada por mecanismos de defesa antioxidante
(BULLON et al., 2014). Portanto, o estresse oxidativo resulta de um desequilibrio
entre a formacdo de ERO e a competéncia antioxidante endégena, como forma
de combater o excedente de radicais livres (SABITHA et al., 2014). Os radicais
livres em excesso podem provocar oxidacdo de biomoléculas com consequente
perda de suas funcfes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, o que causa
um dano oxidativo potencial contra células e tecidos (LOPES-ALARCON et al.,
2014). Fatores enddgenos e exdgenos podem alterar a expressdo génica,
ocasionando um quadro inflamatorio que resulta em maior producdo de espécies
reativas como ERO (BHATTACHARYYA et al., 2014). Dessa forma, a inflamacéo
desencadeada pelo estresse oxidativo contribui para o desenvolvimento de
doencas cronicas como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer. As enzimas antioxidantes enddgenas, associadas
aos antioxidantes provenientes da dieta sdo capazes de minimizar essa
desordem metabdlica e, consequentemente, o desenvolvimento de dano celular
(RAHMAN, 2007; MIGLIO et al., 2014).

4.2 Polifendis e o diabetes

Os polifenéis sdo produtos do metabolismo secundario de uma grande
variedade de plantas, portanto, parte integrante da dieta alimentar humana
(HARBORNE, 1989). Sdo encontrados principalmente em flores e frutos, mas
também em vegetais, raizes, cereais (DURAZZO et al., 2014), sementes, folhas
e caules (HORBOWICZ et al., 2008; ANDERSEN e JORDHEIM, 2010).

Entre os polifendis esta a importante classe dos flavonoides, a mais
estudada entre os compostos fendlicos. Este grupo possui uma estrutura de
base comum, constituida por dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de
carbono que formam um heterociclo oxigenado (PANDEY e RIZVI, 2009). Esta
estrutura fendlica confere aos flavonoides uma potente atividade antioxidante in

Vivo, uma vez que permite a transferéncia de elétrons para os radicais livres,
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efetuada por meio dos atomos de hidrogénio do grupo hidroxil contidos no anel
aromatico (LEOPOLDINI et al., 2004; HRIBAR e ULRIH, 2014). Os flavonoides
sdo compostos pelas subclasses das antocianinas, flavonas, flavonadis,
flavanonas, catequinas e isoflavonas (ROSS e KASUM, 2002).

As antocianinas sdo o0 maior grupo de pigmentos hidrossoltveis do reino
vegetal e apresentam coloracdo vasta incluindo o azul, roxo, violeta, rosa,
vermelho e laranja (CASTANEDA-OVANDO, et al., 2009; DAMODARAN et al.,
2010). As antocianidinas ou agliconas, como sdo chamadas as antocianinas
encontradas na forma livre, mais comumente encontradas em frutas e vegetais
sdo cianidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina, peonidina e petunidina.
Entretanto, as antiocianinas se apresentam com maior frequéncia, ligadas a
moléculas de acucares (glicosideos) tais como: glicose, galactose, xilose,
ramnose e arabinose (ROSS e KASUM, 2002).

Os polifendis sdo conhecidos por interagirem diretamente com o0s
transportadores de glicose para regular a taxa de absorcao de glicose (Alzaid et
al., 2013). Segundo Alzaid et al. (2013), em um estudo in vitro com enterdcitos
humanos, os polifendis de berries, principalmente antocianinas e outros
flavondides presentes no alimento, foram capazes de modular a glicemia pés-
prandial por meio da diminuicdo da expressao de mRNA do transportador de
glicose GLUT2. Alimentos ricos em antocianinas também tém sido associados
com menor resisténcia insulinica periférica e reducdo dos niveis de inflamacéo
(JENNINGS et al., 2014).

A partir de um modelo in vitro de adipdcitos, Garcia-Diaz et al. (2014),
concluiram que antocianinas provenientes de bebidas fermentadas sem alcool
de mirtlo e amora sao potenciais inibidores de inflamacdo provocada pelo
aumento da adiposidade e de sensibilizadores de sinalizacdo de insulina. Esses
autores encontraram inibicbes da secrecdo de 6xido nitrico (17,5%), de TNF-a
(89,4%), do fator nuclear kappa B p65 (52,1%) e de lipopolissacarideo (LPS)
induzida por macrofagos. Também foi verificada a redugdo do acumulo
intracelular de gordura (28,2%). Além disso, houve uma restauragdo da
expressao génica de adiponectina induzida pela inibicdo de TNF-a (18,2%), bem

como a reducgéo da liberacéo de glicerol (15,9%) induzida por LPS. Soma-se a
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isso, a melhor captacdo de glicose induzida pela insulina de adipécitos apos o
tratamento.

De acordo com Bahadoran et al. (2013), em um artigo de revisdo baseado
em estudos in vitro e de modelos animais e humanos, os polifendis de vegetais
modulam o metabolismo de carboidratos e lipidios. Além disso, atenuam a
hiperglicemia, dislipidemia e resisténcia a insulina, melhoram o metabolismo do
tecido adiposo, aliviam vias de sinalizacdo sensiveis ao estresse oxidativo e
processos inflamatorios. Esses pesquisadores ressaltam que 0s compostos
fendlicos também podem evitar o desenvolvimento de complicacdes do diabetes
em longo prazo, incluindo as doencas cardiovasculares, neuropatia, nefropatia e
retinopatia.

Dessa forma, a inclusdo de alimentos antioxidantes a dieta € importante
devido a intercepcéo dos radicais livres, realizada por eles, o que por sua vez
protege as células e estruturas contra o dano oxidativo (HARASYM e OLEDZKI,
2014). Essa estratégia pode reduzir o risco de desenvolvimento de enfermidades
como diabetes mellitus, dislipidemias e doencas cardiovasculares, tendo em
vista que a peroxidacdo e o estresse oxidativo sdo agravantes nas alteracfes
glicémicas e dislipidemias. Portanto, a dieta e 0 comportamento alimentar estao
diretamente associados a reducdo do risco de diversas doencgas, incluindo o
Diabetes Mellitus do tipo 2 (SBD, 2009).

4.3 Endotoxemia associada ao diabetes

A microbiota intestinal tem sido apontada como fator importante na
fisiopatologia do DM2 induzido pela dieta. A composi¢do da microbiota intestinal
desempenha um papel decisivo na homeostase energética, modulando o
balanco energético, o metabolismo da glicose e o estado inflamatério crénico
associado, caracteristico da resisténcia a insulina (CANI, 2013; ANHE et al.,
2014). A obesidade e o DM2 sao caracterizados pela microbiota intestinal
alterada, inflamagdo e perturbacdo da barreira intestinal. Nao obstante, a
composi¢cdo microbiana e os mecanismos de interacdo com o0 hospedeiro que
afetam a funcéo da barreira intestinal durante a obesidade e o DM2 nao foram
totalmente elucidados (EVERARD et al., 2013).

11



A obesidade esta associada com a dishiose da microbiota intestinal,
principalmente em virtude de dois fatores: ingestdo de dieta rica em gordura e
pela genética do hospedeiro. A disbiose leva a um aumento da permeabilidade
intestinal, em funcdo da reducdo da expressdo das proteinas das juncdes tight
do epitélio intestinal, como ZO-1 e ocludinas (MUSSO et al., 2010). Esse
processo desencadeia a endotoxemia metabdlica, caracterizada pelo aumento
dos niveis plasmaticos de lipopolissacarideos (LPS), que provoca o
desenvolvimento de inflamag&o e de um baixo grau de resisténcia a insulina nos
tecidos hepatico, muscular e adiposo (CANI et al., 2007a).

Os LPS sdo componentes importantes da membrana externa das
bactérias gram-negativas que residem principalmente no intestino, e podem
causar dano a integridade da mucosa (MOREIRA e ALFENAS, 2012). O
aumento dos niveis de LPS promove a ativacdo dos fatores de transcricdo c-Jun
N-terminal quinase (JNK) e o inibidor do fator nuclear kappa B quinase B (IKK-B)
(CAI et al.,, 2005; CARICILLI E SAAD, 2014). Esta ativagdo das quinases
intracelulares altera substratos dos receptores de insulina, o que neutraliza a
sinalizacdo, diminuindo a sensibilidade a este horménio (CANI et al., 2007a). A
ativacao destes fatores de transcricdo também pode contribuir para a reducao da
absorcdo de glicose por meio da expressao de citocinas pré-inflamatoérias, tais
como TNF-a e IL-6, causando comprometimento da fosforilacdo do receptor de
insulina provocada por alteracdo do mesmo (KENNEDY et al., 2009).

Niveis de LPS plasmaticos aumentados também ativam os receptores
imuno inatos do tipo Toll-like 4 (TLR4) (ERRIDGE, 2011) e TRL2 (CARICILLI E
SAAD, 2013), além de sensibilizar o receptor de LPS, CD14, associados ao
estresse do reticulo endoplasmatico (CARICILLI E SAAD, 2013). A ativacao de
TLR4 permite a translocacdo desta endotoxina para os capilares intestinais
(NEAL et al, 2006). Os receptores TRL4 séo proteinas do sistema imunoldgico,
cuja funcdo é reconhecer antigenos e transmitir “sinais” para outras células.
Esses receptores séo ativados por altos niveis de LPS e de acidos graxos livres
provenientes da dieta (SHI et al, 2006). A ativacdo deste receptor resulta em
resposta inflamatéria no masculo, figado e tecido adiposo, por meio do aumento
dos niveis do anion superoéxido, atividade de NF-kB e fatores pré-inflamatérios
(CANI et al., 2007a; DASU e JIALAL, 2011).
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O consumo de uma dieta rica em gordura também causa um desequilibrio
na microbiota intestinal, visto que induz o aumento de bactérias gram-negativas
em detrimento de bactérias gram-positivas (CANI et al.,, 2007a). Todavia, as
fibras alimentares podem reduzir o impacto da dieta rica em gordura sobre a
ocorréncia das doencas metabodlicas (CANI et al., 2006). As fibras auxiliam na
normalizacéo da relacdo entre bactérias gram-positivas e gram-negativas, o que
diminui os niveis de LPS e endotoxemia (CANI et al., 2007b).

Modifica¢cdes na microbiota intestinal também podem ser promovidas por
prebidticos, 0s quais neutralizam desordens metabodlicas associadas a
obesidade, tais como resisténcia a insulina, esteatose hepatica, dislipidemias e
hipertensdo (CANI E DELZENNE, 2009). Os polifenbéis possuem efeitos
semelhantes aos prebidticos, sendo capazes de modular a composi¢cdo da
microbiota intestinal beneficiando bactérias como Bifidobacterium e Prevotella,
as quais estdo relacionadas com a reducdo dos niveis de LPS (QUEIPO-
ORTUNO et al., 2012; CLEMENTE-POSTIGO et al., 2013). O tratamento com
prebidticos diminui a permeabilidade do intestino e a endotoxemia metabdlica e
melhora a sensibilidade a insulina, esteatose e inflamacéo de baixo grau. Um
dos mecanismos que explicam este fenbmeno € o aumento da producao
enddgena de glucagon-like peptide-2 (GLP2), que restaura a funcédo da barreira
intestinal (CANI E DELZENNE, 2011). O GLP2 é uma incretina liberada pelo
trato gastrintestinal em resposta a ingestdo de nutrientes. A liberacdo dessa
incretina esta relacionada a diminuicdo da permeabilidade do intestino e reducéo
da inflamacéo sistémica e hepatica causada pelo quadro de obesidade (CANI et
al., 2009; LIM et al., 2014; EL-JAMAL et a., 2014).

Segundo Caricili e Saad (2014), intervencdes dietéticas tém sido
apresentadas como modelador de maior relevancia da composicédo da microbiota
intestinal, as quais refletem maiores fenétipos potencialmente transmissiveis a
outros individuos, apesar de variacbes genéticas. No estudo de Cani et al.
(2007a), foi administrada a camundongos uma dieta hiperlipidica por um periodo
de quatro semanas. Esta dieta foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
LPS em até trés vezes, o que provocou endotoxemia metabdlica. Alem disso, os
pesquisadores também induziram endotoxemia por meio de infusdo subcutanea
continua de LPS em camundongos durante quatro semanas, e verificaram maior

hiperglicemia e insulinemia hepéatica e, além de aumento do tecido adiposo.
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4.4 Jabuticaba

O género Myrciaria ocorre em Varios biomas brasileiros. As suas espécies
contém varios compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos, tais como
taninos, flavondides, acido elagico e antocianinas. Os frutos desse género, bem
como seus extratos, cascas e folhas possuem atividades biolégicas importantes,
como a antioxidante, antibacteriana e antifingica (BORGES et al., 2014).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora), da familia Myrtaceae, € um fruto
tropical nativo da Mata Atlantica brasileira (ALEZANDRO et al., 2013 b). A casca
do fruto tem coloracdo arroxeada ou preta quando maduro (COSTA et al., 2013),
sendo portanto uma fonte potencial de pigmentos naturais para a industria de
alimentos (SANTOS et al., 2010). Esta coloracdo se deve aos abundantes
polifendis (REYNERTSON et al. 2008), entre eles as antocianinas (58,1mg/100g
de matéria fresca) (RUFINO et al., 2010). Além disso, a jabuticaba também conta
com a presenca de outros compostos fendlicos, proantocianidinas e elagitaninos
(ALEZANDRO et al., 2013 a; ABE et al., 2012).

As antocianinas encontradas em maior proporcdo na casca da jabuticaba
sdo a delfinidina 3-O-glicosideo e a cianidina-3-O-glicosideo (WU et al., 2012). O
conteldo de antocianinas aumenta significativamente por meio do
amadurecimento do fruto e ndo ha ocorréncia significativa na polpa ou sementes
(ABE et al., 2012). A jabuticaba apresenta ainda uma concentracdo de
compostos fendlicos totais de aproximadamente 31,6 mg de equivalentes de
acido gélico (GAE) / g em casca desidratada (REYNERTSON et al., 2008).

Estudos recentes tém associado a casca da jabuticaba a reducéo do risco
de diabetes e de doencas cardiovasculares (COSTA et al.,, 2013). Os efeitos
apontados sdo a diminui¢do da glicemia (ARAUJO et al., 2014) e da resisténcia
a insulina (LENQUISTE et al., 2012; DRAGANO et al., 2013), bem como efeitos
de reducdo do colesterol total e triacilglicerdis e (LENQUISTE et al.,, 2012;
ALEZANDRO et al.,, 2013 b). Além disso, a casca da jabuticaba apresenta
atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2014), antiproliferativa e antimutagénica
(LEITE-LEGATTI et al., 2012).

No estudo de Alezandro et al. (2013 b), ratos Wistar diabéticos induzidos

por estreptozotocina receberam diariamente 1 ou 2 g/ kg de peso corporal de
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jabuticaba liofilizada dissolvida em agua, por um periodo de 40 dias. Observou-
se uma reducédo de 32% do colesterol total e 50% dos triacilglicerdis plasmaticos,
em comparagao ao grupo controle. Resultados semelhantes foram encontrados
por Araujo et al. (2014), em que cascas de jabuticaba desidratadas nas
concentracfes de 7, 10 e 15% foram acrescidas a dieta AIN-93G modificada
com adicdo de 7% de banha de porco. Verificou-se a reducdo do colesterol
sérico e os triacilgliceréis de ratos, em comparacdo com o0 grupo controle. Além
disso, houve uma reducgéo da glicemia de ratos que receberam 10 e 15% de
farinha de casca de jabuticaba na dieta. Apenas o grupo que recebeu 15% da
farinha obteve aumento significativo de HDL sérico. No entanto, segundo Leite et
al. (2011), a suplementacdo de antocianinas provenientes das cascas de
jabuticaba em concentragcdo superior a 4% pode provocar diminuicdo da
capacidade antioxidante plasmatica.

Quanto aos parametros de reducdo do risco de diabetes, Dragano et al.
(2013), em avaliacdo sobre o efeito da adicdo de 1, 2 e 4% de casca de
jabuticaba liofilizada em dieta hiperlipidica administrada a camundongos Swiss,
durante seis semanas, relataram reducéo significativa melhora da RI nos animais
gue receberam a suplementacdo com o fruto. A maior sensibilidade a insulina foi
dada em virtude da diminuicdo da inflamacdo do figado dos animais. Efeito
analogo foi encontrado por Lenquiste et al. (2012), que suplementaram com 2%
casca de jabuticaba liofilizada a dieta hiperlipidica de ratos Sprague-Dawley,
durante quatro semanas. A suplementacdo melhorou a Rl e aumentou 0s niveis

de HDL-c em 41,65% quando comparado ao grupo controle.

4.5 Acai jucara

O acai jucara (Euterpe edulis Martius) ou acai da Mata Atlantica € o fruto
da palmeira Jucara, espécie nativa de areas remanescentes da Mata Atlantica
brasileira, que pertence a familia Arecaceae (LORENZI, 2006). Este fruto
pertence a0 mesmo género botanico do acaizeiro da Amazbnia (Euterpe
oleracea Martius) (REIS et al., 2000).

O acai € um fruto carnoso, fibroso (REITZ, 1974), com formato globular e
ndo-climatério. A coloracdo da casca e polpa desse fruto varia do roxo escuro ao

negro quando maduro, devido a presenca de antocianinas (BRITO et al., 2007,
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RUFINO et al., 2010). Além disso, tem consideravel importancia econémica,
visto que pode ser comercializado na forma de polpa, sucos, sorvete,
sobremesas, preparagdes salgadas entre outros (CASTRO, 2011).

Conforme Borges et al. (2011) o fruto da palmeira Jucara in natura possui
elevado teor de lipidos (18 a 44 %), sendo que acido oleico (44 a 55 %) e acido
linoleico (18 a 25 %) sdo os acidos graxos insaturados encontrados em maior
propor¢do, e os outros componentes foram as proteinas (5 a 8 %), cinzas (1,5 a
3,3 %) e umidade (34 a 42 %). Segundo Lima (2012), a polpa industrializada do
acai jucara (E. edulis) submetida a andlise bromatologica forneceu a seguinte
composicdo (base seca): 13% de carboidratos; 8% de proteinas; 12 % de
lipideos; 63% de fibras totais; como minerais mais abundantes apresenta calcio
e potassio; e possui alto contetdo de vitamina B2 (riboflavina). O fruto possui
predominante contetdo de acidos graxos monoinsaturados, baixo conteudo de
acidos graxos saturados quando comparado a outros Oleos como de soja,
babacu e de coco (BORGES et al., 2011). Além disso, esse fruto se destaca por
um alto contetdo de polifendis, entre eles as antocianinas (BRITO et al., 2007).

Segundo Borges et al. (2011), a regido de cultivo exerce influéncia
significativa sobre os teores de fendlicos totais, antocianinas totais e
monomeéricas e outros flavondides. Esses autores encontraram maior conteddo
de compostos fendlicos totais (2610 + 3,89 mg 100 g* GAE) e antocianinas
monoméricas (1080 + 2,33 mg 100 g™ cy-3-glu) nos frutos colhidos no verdo,
com altas temperaturas e altitudes médias.

O fruto da palmeira Jucara é rico em polifendis, como as antocianinas
(192 mg/100 g) (RUFINO et al., 2010; RUFINO et al., 2011), sendo identificadas
principalmente a cianidina 3-glicosideo (1358 mg/100g de peso seco) e cianidina
3-rutinoside (1565 mg/100g de peso seco). Outras antocianinas encontradas em
menor proporgdo sao: cianidina 3-sambubioside (12,8 mg/100 g), a pelargonidina
3-glucosidio (7,8 mg/100 g) (como confirmado contra um padrdo auténtico),
cianidina 3-rhamnoside (6,6 mg/100 g), e pelargonidina 3-rutinosideo (5,3
mg/100 g) (HARBORNE et al., 1994; BRITO et al., 2007).

O acai jucara apresenta ainda acidos fenolicos, como os acidos ferulico,
galico, acido hidroxibenzoico, &acido p-cumarico, bem como flavonoides:
catequina, epicatequina e quercetina (BORGES et al., 2011; LIMA, 2012).
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Este fruto também possui consideraveis conteudos de vitamina C (186
mg/100g), flavondides (91,3 e 375 mg/100 g) e clorofila (20,8 e 21,5 mg / 100 g)
(RUFINO et al., 2010; RUFINO et al., 2011).

O contetdo de compostos bioativos encontrado no acai jucara entretanto,
difere consideravelmente entre as referéncias sobre o assunto, em funcédo da
variabilidade intrinseca entre as amostras, das metodologias utilizadas e das
analises a partir do fruto da palmeira Jugara (SCHULTZ, 2008).

Vale ressaltar que o acai jucara apresenta maiores quantidades de
compostos fendlicos, antocianinas e superior conteudo de vitamina C se
comparado ao acai da Amazonia (SCHULTZ, 2008). Segundo revisdo de
literatura de Costa et al. (2013), o acai da Amazodnia (Euterpe oleracea)
apresenta 31,2 mg de compostos fendlicos totais (mg GAE/100 g de matéria
fresca), 282-303 mg de antocianinas (mg/100 g de matéria fresca) e 84 mg de
vitamina C (mg/100g de matéria fresca). Por outro lado, o acai jucara possui 755
mg de compostos fendlicos (mg GAE/100 g de matéria fresca), 192 mg de
antocianina (mg/ 100g de matéria fresca) e 186 mg de vitamina C (mg/ 100g de
matéria fresca) (RUFINO et al., 2010).

As antocianinas presentes no acgai tém apresentado um grande potencial
farmacolégico, que incluem propriedades antioxidantes (GARCIA-ALONSO et
al., 2008), antiinflamatérias (XIA et al., 2009), inibicdo da oxidacdo do LDL
(CHANG et al., 2006).

No estudo de Novello (2011), administrou-se 2% e 6% de acai jucara
liofilizado acrescido a dieta AIN-93M ofertada a camundongos ApoE-/- por um
periodo de 75 dias. O pesquisador observou que a suplementacéo foi capaz de
reduzir a glicemia, o colesterol total e a fracdo LDL, bem como potencializar a
defesa antioxidante enddgena. Além disso, os grupos alimentados com acai nao
apresentaram diferenga significativa para as enzimas utilizadas como
marcadoras de hepatotoxicidade (AST/ALT), assim como o marcador utilizado
para nefrotoxicidade (creatinina). Porém, Castro et al. (2014), em um estudo com
suplementacdo de 2% de acai jucara liofilizados acrescidos a dieta AIN-93M por
12 semanas, nao observaram efeitos antioxidantes ou antiinflamatorios em um
ensaio bioldgico utilizando camundongos ApoE -/-.

O acai jucara in natura pode ser contaminado durante o processamento,

por esmagamento do barbeiro vetor do Trypanosoma cruzi ou a contaminacgao
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pode ocorrer pelas fezes deste inseto diretamente sobre os frutos. Isso
acontece, pois o barbeiro pode estar presente no fruto da palmeira Jucara
(CASTRO, 2012). O acai corretamente pasteurizado estd livre desta
contaminacdo devido aos procedimentos rigorosos na fabricacdo e aos

tratamentos para sua conservacao, como o congelamento (REIS, 2007).

4.6 Jambolao

O jambolao (Syzygium cumini) pertencente a familia Myrtaceae, e nédo é
um fruto nativo brasileiro, porém, adaptou-se muito bem ao clima tropical do
pais. E uma planta arborea, originaria da india e do sudeste asiatico, que produz
frutos comestiveis alongados e elipsoides de 2 a 3 cm de comprimento (COSTA
et al.,, 2013; BALIGA et al.,, 2011). Os frutos possuem uma combinacdo de
gostos doce, acido e sabor adstringente (AYYANAR e SUBASH-BABU, 2012). A
casca conta com coloracdo que varia do vermelho-pUrpura a preta quando
maduros, a polpa carnuda € levemente branco-acinzentada e a semente
arroxeada (BENHERLAL e ARUMUGHAN, 2007).

A coloracado arroxeada do jamboldo é dada pela presenca de antocianinas
(LESTARIO, 2003), o sabor adstrigente conferido por taninos (SEVERO et al,
2011), o gosto acido devido ao acido galico (VENKATESWARLU, 1952). O gosto
adocicado deste fruto € justificado pela presenca de carboidratos, como rafinose,
glicose, frutose, manose e galactose (SRIVASTAVA, 1953; SRIVASTAVA e
CHANDRA, 2013). A casca do fruto pode ser utilizada como corante pela
industria de alimentos ou farmacos, em virtude da presenca de antocianinas, as
quais sdo estaveis e de grande eficacia antioxidante (VEIGAS et al., 2007). O
jamboldo também é utilizado para a preparacdo de vinagre, conservas, polpas e
geleias (ZHANG e LIN, 2009).

Os constituintes fitoquimicos de maior importancia presentes no fruto séo
0 acido elagico, acido galico, isoquercetina, kaempferol, mirecetina, rutina e
antocianinas (RUFINO et al., 2010; AYYANAR e SUBASH-BABU, 2012). O
conteudo de antocininas do fruto in natura € 93 mg / 100g (RUFINO et al., 2010),
sendo as principais delfinidina 3,5-diglicosideo, petunidina 3,5-diglicosideo,
malvidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3,5-diglicosideo e peonidina 3,5-diglicosideo
(FARIA et al., 2011).
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Os diversos compostos bioativos presentes nas folhas, casca e polpa do
jambolao possuem uma potente acdo antioxidante (BANERJEE et al., 2005;
ATALE et al., 2014) e estdo associados a reducéo do risco de diabetes mellitus
(DE BONA et al., 2014), doencas cardiovasculares (ATALE et al., 2013). Além
disso, também conta com propriedades farmacologicas como hepatoprotetora
(SHARMA et al., 2013), quimiopreventiva (ARUN et al., 2011) gastroprotetora,
anti-neoplasica, anti-inflamatoria, antiviral (BALIGA et al., 2011), antibacteriana
(MOHAMED et al., 2013), antifungica (SHAFI et al., 2002) e antiparasitaria
(RIBEIRO et al., 2014).

Segundo Sharma et al. (2013), o extrato de semente de Jambolao foi
eficaz na diminuicdo da glicose sérica e na reducdo da atividade e conteudo de
soro de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
enzimas preditoras de lesdo hepatobiliar e pancreéatica. Estes pesquisadores
realizaram um ensaio biolégico com camundongos Swiss induzidos ao diabetes
por aloxano. Dessa forma, os resultados sugeriram que o0 extrato de jambol&o
teve um efeito protetor do figado em animais diabéticos. Atale et al. (2013)
também relataram beneficios conferidos pelo extrato da semente de Jambolao
em um estudo in vitro. Obteve-se como resultado a protecdo das células de
mioblastos cardiacos contra o estresse oxidativo induzido por glicose, por meio

da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Matéria-prima e preparo das amostras

O jambolao (Syzygium cumini) e a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foram
obtidos de agricultores da regido sul do estado do Espirito Santo. Os frutos
foram selecionados pelo grau de maturacdo, determinado visualmente pela
coloragdo arroxeada. ApoOs higienizacdo em agua para retirada de sujidades, os
frutos foram despolpados manualmente. Descartou-se a polpa e o caroco da
jabuticaba sendo utilizada para o estudo apenas a casca do fruto. Quanto ao
jambolao, utilizou-se apenas a polpa e, portanto, o caroco foi descartado. A
polpa pasteurizada do acai jucara (Euterpe edulis Martius) foi obtida da fabrica
Vip Polpa® (Rio Novo do Sul, Espirito Santo, Brasil) e transportada sob
refrigeracdo. Todos os frutos foram armazenados a -20° C até o0 momento da
liofilizacao.

A liofilizag&o foi realizada em liofilizador de bandeja (LP1010, Liobras) no
Laboratoério de Corantes Naturais do Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal de Vicosa. Apés este procedimento os frutos foram
acondicionados em embalagens de polietieno laminadas, vedados a
luminosidade e ao ar como forma de protegé-los de oxidagdo. Em seguida, os
pacotes foram devidamente identificados e mantidos sob congelamento a -20° C

para conservacao e posterior analise.
5.2 Analise dos produtos liofilizados

As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica de Alimentos da
Universidade Federal do Espirito Santo. As analises foram feitas em triplicata.

5.2.1 Caracterizacgéo fisico-quimica

A umidade, proteina e lipideos foram analisados de acordo com as
Normas Analiticas propostas pelo Instituto Adolfo Lutz (2005) e cinzas conforme
preconiza a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1984). A umidade
foi determinada em estufa (BIOPAR®) por secagem direta a 105°C até peso
constante. O teor de lipideos foi mensurado pelo método de extracdo

intermitente com éter de petréleo em equipamento Soxhlet (MARCONI® MA491)
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com duracdo de 5 horas. O conteudo protéico foi determinado pelo método de
Kjeldahl, sendo o teor proteico calculado pela multiplicacéo do teor de nitrogénio
pelo fator 6,25. A determinagdo das cinzas foi dada a partir de calcinagéo da
amostra em mufla (MARCONI® MA38512) & 550°C até obtencdo de cinzas
claras. O calculo do valor percentual de carboidratos foi efetuado por diferenca,
subtraindo-se de um total de 100% as porcentagens de umidade, proteina,
lipidios e cinzas obtidas nas andlises. O conteudo total de carboidratos incluem
fibras.

5.2.2 Preparo do extrato

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante foram preparados extratos a partir da metodologia adaptada de
Rufino et al. (2010), em que 1 g de amostra liofilizada foi acrescida de 40 mL de
solucdo metanol/agua (50:50 v/v). A solucdo permaneceu 2 horas em agitador
mecanico (CIENLAB®) a 25°C com agitacéo de 150 RPM. Ao final da agitac&o, a
solucao foi filtrada a vacuo e ao residuo proveniente da filtracdo foi adicionado
40 mL de solucdo de acetona/dgua (70:30 v/v), o qual retornou ao agitador
mecanico, onde permaneceu por mais 2 horas. Ao final da agitacdo, a solucéo
foi filtrada a vacuo e os filtrados foram misturados em baldo volumétrico de 100
mL, com volume ajustado com agua destilada. Os extratos foram estocados em

vidro ambar a -20°C até o momento das analises.

5.2.3 Quantificacdo de compostos fendlicos dos produtos liofilizados

A quantificacdo de polifendis totais das amostras liofilizadas foi
determinada pelo ensaio do reagente de Folin-Ciocauteu, com base nha
metodologia adaptada de Singleton e Rossi (1965).

Em um tubo de ensaio foi acrescentado 0,6 mL do extrato do fruto
liofilizado e 3 mL do reagente Folin-Ciocauteu previamente diluido na razéo de
1/10. Os tubos foram agitados vigorosamente em vortex e permaneceram em
repouso durante 3 minutos. Logo apds, foi acrescentado 2,4 mL de solucéo de
carbonato de sodio saturada em agua destilada (7,5% m/v) e os tubos
permaneceram em repouso por 1 hora. Apds o tempo estabelecido, foi realizada
a leitura da absorbancia das amostras por espectrofotometria (BEL
PHOTONICS® 2000 UV), em comprimento de onda de 760 nm. O indice de
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polifendis totais foi determinado utilizando curva padrédo de acido galico (0-150
mg/L; R2 = 0,999) e os resultados foram expressos em acido galico equivalente
por grama de matéria seca (mg AGE/ g de MS). Toda a andlise foi realizada em

ambiente sem a incidéncia direta de luz.

5.2.4 Quantificacdo de antocianinas totais dos produtos liofilizados

As antocianinas das amostras liofilizadas foram quantificadas seguindo o
método espectrofotométrico proposto por Francis (1982).

Para o preparo do extrato para analise de antocianina, pesou-se 1 g de
amostra liofilizada e adicionou-se 60 mL de metanol/agua (70:30 v/v). O pH da
solucao foi ajustado para 2 com o auxilio do HCI 3 mol/L. A solucdo ficou em
repouso por 12 horas a 8°C, ao abrigo da luz. Ap6s as 12 horas, a solucao foi
filtrada a vacuo e o filtrado diluido (1:10 v/v) em metanol-HCI 1,5 mol/L para a
leitura da absorbancia. As absorbancias foram lidas em espectrofotémetro (BEL
PHOTONICS® 2000 UV), com comprimento de onda de 535 nm. O teor de
antocianina foi expresso em cianidina-3-glicosideo na matéria seca, utilizando
massa molecular (MM) de 449,2 g/mol e absortividade molar (¢) de 26.900 L.mol

lem™,

5.2.5 Determinacao da capacidade antioxidante dos produtos liofilizados

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da captura do radical ABTS
(acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico), segundo o0 método
proposto por Re et al. (1999).

Para o preparo do radical, quantidades iguais da solucdo estoque de
ABTS (7mM) e solucdo de persulfato de potassio (2,45 mM) foram misturadas e
armazenadas em vidro ambar, onde permaneceram sob refrigeracdo por 16
horas, até 0 momento da analise.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL do extrato dos frutos
liofilizados mais 3,5 mL do radical ABTS (Sigma-Aldrich®) e a mistura foi
homogeneizada em voértex. Os tubos permaneceram em repouso por 6 minutos
até o momento da leitura.

Apo6s repouso de 6 minutos, foi realizada a leitura da absorbéncia das
amostras por espectrofotometria (BEL PHOTONICS® 2000 UV), em

comprimento de onda de 734 nm. A capacidade antioxidante foi determinada
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utilizando curva padrao de Trolox ((x)-acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico, Sigma-Aldrich®) (0-90 mg/L; R2 = 0,999) e os resultados foram
expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox por grama de
matéria seca (umols TEAC/ g MS).

5.3 Ensaio bioldgico

5.3.1 Dieta

As dietas experimentais foram elaboradas com base na dieta de cafeteria,
caracterizada por ser uma dieta hipercalorica, hiperglicidica e hiperlipidica
(MILAGRO et al., 2006).

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais, a saber: 0
grupo controle negativo recebeu racdo comercial peletizada (Presence®)
balanceada em macro e micronutrientes, o grupo controle positivo recebeu dieta
de cafeteria e 0os grupos experimentais receberam dieta de cafeteria adicionada
de 2% de um dos frutos liofilizados (LEITE et al., 2011).

A composicdo da dieta de cafeteria, proposta por Milagro et al. (2006),
contava com os seguintes ingredientes: racdo comercial (Presence®), bacon
(Perdigdo®), batata-palha (Krok®), biscoito doce (Marilan®), chocolate ao leite
(Harald®) e paté de figado de galinha. O paté foi preparado com
aproximadamente 2:3 (73,28%) de figado de galinha cozido (Pif Paf®)
emulsionado em 1:3 (26,72%) de manteiga (Davaca®) (Tabela 1). As dietas
foram preparadas em proporcdes equivalentes de todos os ingredientes
utilizados, porém adicionou-se o dobro de paté de figado de galinha em relacao
aos demais ingredientes. Para os grupos com dietas que continham 2% dos
frutos liofilizados, foram subtraidos de cada um dos ingredientes as mesmas
guantidades referentes a este percentual citado. Os ingredientes foram triturados
individualmente, e em seguida foram misturados em multiprocessador até a
formacdo de uma massa homogénea. As dietas de cafeteria com ou sem o
acréscimo dos frutos foram planejadas para serem isocaldricas, isoproteicas,
isoglicidicas e isolipidicas.

As dietas foram preparadas semanalmente, acondicionadas em
embalagens de polietileno laminadas e mantidas em refrigeracéo (4 a 8°C) até o

momento da utilizagdo. As dietas foram administradas aos animais no formato de

23



pellets elaborados manualmente. Todas as dietas experimentais foram
submetidas as analises da composicdo centesimal para caracterizacdo quimica
do conteudo de proteinas, carboidratos, lipidios, umidade (IAL, 2005) e cinzas
(AOAC, 1984).

Tabela 1: Composicéo das Dietas Experimentais (g/kg)

INGREDIENTES CN CP JB JM Al
Racao comercial 1000 142,85 140 140 140
Biscoito doce - 142,85 140 140 140
Batata-palha - 142,85 140 140 140
Chocolate ao Leite - 142,85 140 140 140
Bacon - 142,85 140 140 140
Paté de figado - 285,7 280 280 280

Figado de galinha - 209,36 205,18 205,18 205,18

Manteiga - 76,34 74,82 74,82 74,82
Jabuticaba liofilizada - - 20 - -
Jambolao liofilizado - - - 20 -
Acai jucara liofilizado - - - - 20

CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de
jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jamboléao; AJ: dieta suplementada com
polpa de acai jucara.

5.3.2 Desenho experimental

Foram utilizados 50 camundongos da raca Swiss (Albinus musculus), com
seis semanas de vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Espirito Santo. Os animais, com peso inicial de aproximadamente 33 g, foram
distribuidos em cinco grupos experimentais (n=10/grupo). A distribuicdo foi
realizada de maneira que 0s animais nao apresentassem grandes variagdes de
peso entre os grupos. Os camundongos receberam dieta comercial padréao
(controle negativo - CN), ou dieta de cafeteria (controle positivo - CP), ou dieta
de cafeteria adicionada de 2% dos produtos liofilizados de jabuticaba (JB), ou
acai jucara (AJ) ou jamboldo (JM) (Tabela 1). O estudo foi realizado por um
periodo de 14 semanas.

Os animais foram mantidos aos pares em caixas de polietileno, a

temperatura controlada a 21 + 2° C, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro,

24



recebendo agua e dieta ad libitum.

Todos os procedimentos envolvidos no protocolo experimental foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade
Federal do Espirito Santo, protocolo n° 016/2013 (ANEXO 1).

5.3.3 Controle de peso corporal e do consumo alimentar

O consumo e o peso corporal dos animais foram monitorados
semanalmente. Os dados do consumo foram obtidos pela diferenca entre a dieta
ofertada e o restante ndo consumido pelos animais. Ao final do periodo
experimental, avaliou-se a porcentagem de eficiéncia alimentar conferida pela
dieta por meio da raz&o do ganho de peso final (g) pela quantidade total de dieta
ingerida (g).

5.3.4 Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (TTI) e a glicose (TTG)

O TTI foi realizado na 132 semana e o TTG no inicio da 142 semana. Os
animais foram submetidos a um jejum de 10 horas overnight, acompanhado de
liberacdo do consumo das dietas por 1,5 horas e novo jejum de 4 horas. Apés
esse procedimento, realizou-se a uma pequena incisdo na cauda de cada animal
e uma puncdo para retirada de uma goticula de sangue. A primeira coleta de
sangue para a dosagem basal de glicose e insulina foi equivalente ao tempo
zero (t0) do teste. Os demais tempos foram variaveis entre os testes de TTl e
TTG. As medicdes de glicose sanguinea foram realizadas utilizando fita de teste
de glicose com auxilio de um glicosimetro digital (Accu-chek® Active, Roche
Diagnosis, Basel, Switzerland). Durante as coletas de sangue os animais foram
mantidos em suas gaiolas-moradia, onde permaneceram conscientes durante
todo o experimento. Os resultados, expressos em mg.dL™, foram utilizados para
calcular a area sob a curva (AUC) de glicose, plotada em um gréafico versus o

tempo em minutos.

5.3.4.1 Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (TTI)

A insulina (1,5 U/kg de peso corporal) de acao regular humana (Novolin®
R) em concentracdo salina (NaCl 0,9%) foi injetada na cavidade intraperitoneal
(i.p.) e as amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 5, 10, 15,
20 e 25 minutos para a determinagdo da glicose sérica (CINTRA et al., 2012). A
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velocidade constante do decaimento da glicose (kITT) foi calculada usando a
equacéo 0,693/tempo de meia vida bioldgica (t12). O ti» da glicose foi calculado
a partir da curva da analise dos minimos quadrados da concentracdo da glicose
sérica durante a fase de decaimento linear (BONORA et al., 1989). Os valores
glicémicos foram ajustados em um modelo linear e o coeficiente angular da

curva foi obtido no programa GraphPad Instat, verséo 3.0.

5.3.4.2 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTG)
Injetou-se via i.p. a solucdo glicosada a 50% (2 g/kg de peso corporal),
com posteriores coletas de amostras sanguineas nos tempos 15, 30, 60, 90 e

120 minutos, para as dosagens de glicose (CINTRA et al., 2012).

5.3.5 Eutanéasia, coleta de sangue e tecidos

Apoés o término do experimento os animais foram submetidos a jejum de
12 horas. Em seguida, cada animal foi submetido a anestesia com cetamina (60
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), administrados por via intraperitoneal, por um
profissional apto e treinado. Foram coletadas amostras de figado, rim e tecido
adiposo dos animais. O sangue foi coletado por meio do rompimento do plexo
braquial com o auxilio de microtubos ndo heparinizados, os quais foram
centrifugados a 2500 g durante 15 minutos a 4°C para separacdo do soro. O
soro obtido foi transferido para microtubos identificados e armazenado a -80° C

para posteriores analises.

5.3.6 Parametros bioquimicos sanguineos

As dosagens de colesterol total, HDL-c, triacilgliceréis, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e proteina C reativa
(PCR) foram realizadas por analisador bioquimico automatico (Mindray BS120,
Bioclin®/Quibasa) do Laboratério de Bioquimica do Departamento de Farmacia
da Universidade Federal do Espirito Santo. As dosagens foram determinadas a
partir do soro em um subgrupo dos camundongos (n=8/grupo), com a utilizagéo
dos kits enzimaticos colorimétricos da marca BioSystems® para PCR e da marca
Bioclin®/Quibasa para os demais parametros sanguineos. O contetido de LDLc

foi estimado pela Equacgao de Friedewald:
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5.3.7 Andlises histoldgicas

As analises histolégicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia
Humana do Departamento de Ciéncias biolégicas da Universidade Federal do
Espirito Santo. As amostras de figado, rim e tecido adiposo foram coletadas de
um subgrupo de camundongos (n=4/grupo) e foram fixados em formol
tamponado (10%), sendo os dois primeiros fixados por trés dias e o tecido
adiposo por 22 dias. Posteriormente, os fragmentos de aproximadamente 1 cm?
foram desidratados em concentracfes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e
100%) por trinta minutos em cada bateria. Os fragmentos de tecido receberam
um banho de etanol 100% acrescido de xilol por 15 minutos (1:1), e foram
diafanizados em trés banhos de xilol por 20 minutos em cada bateria. Os tecidos
foram embebidos em trés banhos de parafina (65°C), por 30 minutos cada, e
incluidos em parafina. Apos, os blocos foram armazenados em freezer por
tempo minimo de 40 minutos, o que garante solidificacdo total da amostra e
possibilita posterior desmolde dos blocos. Os cortes de 7 ym de espessura foram
efetuados com o auxilio de um micrétomo (Leica RM2235) (CINTRA et al., 2006;
CINTRA et al., 2012).

Os cortes foram estendidos em banho-maria (40°C) e colocados em
laminas de vidro previamente higienizadas com &lcool 70%. Uma vez montadas
as laminas, os cortes foram colocados em laminarios de madeira e secos a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas em dois
banhos de xilol por 20 minutos cada e receberam um banho de etanol 100%
acrescido de xilol (1:1) por 10 minutos. Posteriormente, 0s cortes foram
hidratados com dois banhos de etanol 100% por 5 minutos cada. Apds, as
laminas foram colocadas em agua corrente, por 3 minutos, para melhor
penetracdo do corante. Entdo, os cortes foram submetidos a coloracéo rotineira
com Hematoxilina-Eosina. Apés a coloragdo, os cortes foram novamente
desidratados com dois banhos de alcool 100% e diafanizados por dois banhos
de xilol por 30 segundos cada. Para finalizar, os cortes foram cobertos por

laminulas de vidro utilizando balsamo do Canada.
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Foram tomadas microfotografias dos cortes histologicos utilizando
microscopio oOptico acoplado a uma camera de captacdo de imagens (camera
Nikon Digital Sight U2) com auxilio do software NIS Elements F3.0. Para analise
do figado foram capturadas 10 imagens para cada animal utilizando-se uma
objetiva de 20x. Neste tecido quantificou-se a infiltracéo lipidica nos hepatdcitos
por meio de histomorfometria para quantificar areas e volumes em imagens
(RASBAND, 2014; PINHEIRO et al.,, 2014). Para a analise dos rins foram
capturadas 5 imagens utilizando a objetiva de 10x, sendo analisados o niumero e
a area dos glomérulos por fotomicrografia. Para o tecido adiposo foi capturada a
imagem de uma regido que contasse com 30 adipocitos em que foi medida a
area de cada um deles individualmente. As andlises dessas imagens foram

determinadas pelo software de Andlise de Imagens ImageJ.

5.3.8 Avaliacdo da endotoxemia

O teor de endotoxinas no soro de um subgrupo de camundongos
(n=4/grupo) foi determinado por meio do ensaio do lisato de amebdcito do
Limulus (LAL) com determinacdo do ponto final cromogénico. Resumidamente,
este ensaio utiliza um sistema de enzimas derivado de invertebrados que, na
presenca de endotoxina, catalisa reacdes que foram adaptadas para formar um
ensaio cromogénico baseado em microtitulagdo em placa (WIEDERMANN et al.,
1999). Para evitar a contaminag¢do do ensaio LAL com endotoxina ambiental, o
mesmo foi realizado em cabine de fluxo laminar e foram utilizadas ponteiras
apirogénicas, agua livre de endotoxinas, além de falcons, eppendorfs e vidrarias
despirogenados em autoclave por 30 minutos a 250°C. Para a mensuracéo da
concentracdo de endotoxinas, as amostras de soro foram aquecidas em banho
seco a 75°C por 5 minutos para inativar agentes inibidores da atividade da
endotoxina do ensaio de LAL, presentes no soro dos camundongos. Preparou-se
25 uL de soro diluido em agua livre de endotoxina (1:1) combinado com 25 uL de
reagente de LAL em placas de apirogénicas e incubou-se a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apos este periodo foi feita a leitura em comprimento
de onda de 405 nm em técnica de ELISA. Os padrdes também foram diluidos em
agua livre de endotoxinas (1:1). Os resultados foram expressos em unidades de
endotoxina por mililitros (EU/mL) e os niveis de endotoxinas comparadas entre

0S grupos experimentais. As concentracbfes de endotoxinas no soro foram
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determinadas por meio de uma curva padréo preparada a partir do kit LAL para

endotoxinas Hycult® Biotech (Uden, Netherlands).

5.4 Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi do tipo inteiramente
casualizado. Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrédo.
Primeiramente, verificou-se a normalidade dos dados com a aplicacdo do teste
Kolmogorov—Smirnov. Apdés este procedimento, foram submetidos ao teste t para
comparacao dos controles negativo (dieta padréo) e positivo (dieta de cafeteria).
Para avaliacdo dos efeitos dos tratamentos (jabuticaba, jamboldo e acai jucara
liofilizados) em comparagdo com o grupo controle positivo, aplicou-se a anélise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparacdo de
meédias. Diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05. Para a
analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism, verséao
5.00 para Windows (San Diego, Califérnia, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A casca da jabuticaba liofilizada apresentou maior percentual de umidade,
de cinzas e proteinas, enquanto o liofilizado da polpa de acai jucara apresentou
maiores concentracdes de lipidios quando comparados aos demais frutos
liofilizados. O jambolao liofilizado, por sua vez, destacou-se por seu maior
conteudo de carboidratos, conforme representado na Tabela 2.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Leite-
Legatti et al. (2012) referentes a casca de jabuticaba liofilizada, a qual conteve
15% de umidade, 1,7% de lipideos, 4,9% de proteina e 3,5% de cinzas. Quanto
a composicao centesimal do jamboldo, os dados encontrados na literatura
também corroboraram com o presente estudo. Tal como no estudo de Pereira
(2011), em gue o jambolao possui em base seca 1,7% de lipideos, 1,99% de
cinzas, 4,7% de proteinas e 87% de carboidratos. Segundo Lima (2012), a polpa
industrializada do acai jucara submetida a analise bromatolégica forneceu a
seguinte composi¢cdo centesimal em base seca: 7,7% de proteinas, 12% de
lipideos, 13% de carboidratos e 4% de cinzas. Entretanto, Castro et al. (2014)
obtiveram valores de 8,4% de umidade, 49% de lipidios, 43% de carboidratos e
5,3% de proteina para o acai jucara liofilizado. Borges et al. (2011), em um
estudo com diferentes cultivares de acai jucara, observaram que a maior
variacdo na composicao dos frutos é nos teores de lipidios (18 a 44%), proteinas
(5 a 8%) e cinzas (1,5 a 3,3%). Estes autores explicam que a variagdo na
composi¢do quimica centesimal dos frutos pode ser dada pelas caracteristicas
ambientais a que estes frutos foram submetidos (BORGES et al., 2011).

Na Tabela 3 estd apresentada a composicdo centesimal das dietas
experimentais. Destaca-se o alto conteudo lipidico presente na dieta de cafeteria
(controle positivo — CP), aproximadamente 90% maior, quando comparada a
dieta comercial ofertada ao grupo controle negativo (CN). A dieta de cafeteria
também oferece cerca de 30% mais calorias do que a dieta comercial. Portanto,
a dieta de cafeteria pode ser considerada uma dieta hiperlipidica e hipercal6rica.

Conforme a Figura 1 observou-se que o consumo das dietas diferiu
significativamente entre os grupos de animais que receberam a dieta comercial e
a dieta de cafeteria. O grupo CN apresentou consumo superior (p < 0,05),

guando comparado ao CP (Figura 1B). Os grupos suplementados com os frutos
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liofilizados nao diferiram estatisticamente (p > 0,05) da dieta CP. Portanto, em
relacdo ao consumo, os frutos ndo exerceram efeito sobre o volume de dieta
final ingerido pelos animais durante as 14 semanas experimentais.

Quanto a massa corpérea dos animais (Figura 2), o grupo CP obteve o
maior ganho de peso ao final do experimento quando comparado ao CN (p <
0,05), ainda que CN tenha contabilizando um consumo alimentar 25% superior
ao CP. Dessa forma, o ganho de massa corpérea final do grupo CP apresentou-
se aproximadamente 40% maior que o grupo CN. Por outro lado, ndo houve
diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre o ganho de peso do grupo CP
em relacdo aos outros grupos experimentais adicionados dos frutos.

O maior ganho de massa corpérea do grupo CP quando comparado ao
CN pode ser explicado pela superior densidade caldrica da dieta de cafeteria, a
qgual possui aproximadamente 30% mais calorias que a racdo comercial. De
forma semelhante, observa-se um contetdo cal6rico analogo entre a dieta de
cafeteria e as suplementadas com os frutos, o que justifica a similaridade no
ganho de peso final entre estes grupos experimentais. O grupo CN apresentou
um consumo calorico diario de aproximadamente 23 kcal, enquanto CP
consumiu aproximadamente 22,5 kcal por dia ao longo das 14 semanas de
experimento. Ainda, na Figura 3 esta representada a eficiéncia alimentar das
dietas experimentais. Observou-se uma inferioridade alimentar da dieta

comercial em relacéo a dieta de cafeteria.
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Tabela 2. Composicdo centesimal da casca da jabuticaba, jamboléo e acai jucara liofilizados

9/100g Matéria fresca  Matéria seca  Matéria fresca Matéria seca Matéria fresca ~ Matéria seca
Umidade 11,81 £ 0,29 - 9,75+ 0,45 - 5,32 +£0,05 -
Proteina 7,57 £ 0,85 6,68 £ 0,74 2,98 £ 0,34 2,69 +0,31 6,18 £ 0,31 5,85+ 0,29
Lipidios 1,35+0,17 1,19+0,14 1,04 £ 0,09 0,94 + 0,08 26,71 +1,44 25,19 + 1,36
Carboidratos 74,28 £ 1,14 65,50 + 1,00 82,77 £ 0,84 74,70 £ 0,76 58,11 + 1,69 55,02+1,6
Cinzas 4,99 + 0,43 4,40 + 0,38 3,46 £ 0,21 3,12+0,19 3,68 + 0,04 3,48 £ 0,04

Dados expressos em média + DP. JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de
jamboléo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara.

Tabela 3. Composicdo centesimal das dietas experimentais ofertadas aos animais

CN CP JB JM AJ
Umidade (g/100g) 10,63 + 0,06 21,71+0,18" 21,94 + 0,26 21,80 + 0,10 21,96 + 0,08
Proteina (g/100g) 28,93 +£0,33 14,06 + 0,17 14,00 £ 0,45 14,60+ 0,47 14,14 £ 0,10
Lipidios (g/100g) 2,78 £ 0,37 27,48 +0,45° 27,97+ 0,82 27,97 £ 0,31 27,93+0,14
Carboidratos * (g/100g) 49,46 + 0,58 33,68 +0,79" 33,06+ 0,97 32,24+0,71 32,96 £ 0,37
Cinzas (g/100g) 8,20 + 0,20 3,07+0,16 3,03+0,11 3,39+0,12 3,00 £ 0,22
Calorias (Kcal/ 100 g) 338,59 + 2,33 438,28 +2,01° 439,98 + 3,32 439,06 + 0,96 439,81 + 0,56

Dados expressos em média + DP.*Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). * Carboidratos totais, incluindo fibras.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa
de jamboldo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos CP, JB,
JM e AJ pelo teste de Tukey.
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Na Tabela 4 estdo representadas as concentracdes de compostos
fendlicos, antocianina e atividade antioxidante presentes nos frutos liofilizados. A
casca de jabuticaba liofilizada apresentou as maiores (p < 0,05) concentracées
de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, seguidos pelo agai jucara
e pelo jambolado respectivamente. Por sua vez, 0 acai jucara exibiu superior
conteudo de antocianinas, quando comparada a jabuticaba e ao jambolao.

No estudo de Rufino et al (2010), também avaliou-se o teor de
antocianinas, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante contidos na
casca de jabuticaba, e polpas de jamboldo e acai jucara. O maior contetudo de
antocianinas foi apresentado pela polpa do acai jucara (1,96 g/100 g MS),
seguido pelo jamboldo (0,62 g/100 g MS), e a casca de jabuticaba liofilizada
(0,41 g/100 g MS). Observa-se que, os valores encontrados por esses
pesquisadores foram inferiores aos encontrados no presente estudo para a
casca da jabuticaba e polpa de jamboldo, porém, superior ao conteudo de
antocianinas da polpa de acai jucara.

Quanto a atividade antioxidante, Rufino et al (2010) encontraram
resultados superiores quando comparado ao presente estudo, com excecdo da
casca de jabuticaba. O acai jucara apresentou 606 pmols Trolox/g MS, o
jambolao apresentou teores de 125 pmols Trolox/g MS, e a jabuticaba obteve
contetido de 317 umols Trolox/g MS. Em relacdo aos compostos fendlicos totais,
0S mesmos autores obtiveram resultados maiores aos encontrados no presente
estudo, com excecédo da casca da jabuticaba. Os autores observaram que o acai
jucara liofilizado apresentou 56,72 mg GAE/g MS, a casca de jabuticaba
liofilizada 35,84 mg GAE/g MS, e o jamboldo 11,17 mg GAE/g MS.

Observou-se no presente estudo, que a concentracdo de compostos
fendlicos totais da casca da jabuticaba foi superior ao acai jucara, o que explica
a maior capacidade antioxidante da primeira. Portanto, isso pode estar
associado a presenca de um alto conteado de compostos fendélicos na casca da
jabuticaba como a quercetina, isoquercetina, quercimeritrina, quercitrina, rutina,
miricitrina, acido cinamico, acido O-cumarico, acido galico, acido elagico, entre
outros (REYNERTSON et al., 2006; COSTA et al., 2013).

Os efeitos benéficos dos alimentos ricos em polifendis tém sido
relacionados ao seu potencial de acdo antioxidante, que agem na protecao

contra o dano oxidativo as macromoléculas biolégicas (como lipideos e
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proteinas) e DNA (GERHAUSER, 2008). Assim, sugere-se que o0s polifenois
provenientes da dieta exercem seus efeitos benéficos por meio de acéo
antioxidante no organismo, associando-se a menor incidéncia de doencgas
cardiovasculares, cancer e outras doencas cronicas (DAUCHET et al., 2005;
LOTITO e FREI, 2006; MIRMIRAN et al., 2009; ZHANG et al., 2009).
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Tabela 4. Caracterizacéo dos frutos liofilizados quanto aos compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante e antocianina em
base seca

JB JM Al
Antocianina (g cianidina-3-glicosideo/100g) 1,22°+ 0,01 0,91°+ 0,00 1,80%+ 0,01
Atividade antioxidante (umols Trolox/qg) 786,24%+ 35,44 71,58+ 8,69 408,05° + 23,49
Compostos fendlicos totais (mg de AGE/Q) 95,32%+1,71 8,17°+ 1,14 47,84°+ 2,74

Dados expressos em meédia + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representa diferenca estatistica, pelo teste de Tukey (p

< 0,05). JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jamboldo; AJ: dieta
suplementada com polpa de acai jucara.
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Figura 1. (A) Evolucédo do consumo diario dos animais durante o periodo experimental. (B) Média do consumo final de cada grupo
testado. Dados do consumo total expressos em média + DP. CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada
com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jamboldo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara.
#Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos CP, JB, JM e
AJ pelo teste de Tukey.

36




Massa corpodrea (g)

A

70

60

50

40

30

01234567 891011121314

Tempo (em semanas)

#p<0,05

0 10 20 30

B Massa corporea final (g)

40

50

Figura 2. (A) Evolucdo média da massa corpérea dos grupos de animais durante todas as semanas experimentais. (B) Média da
massa corpoérea ao final do periodo experimental. Dados do ganho de peso expressos em média = DP. CN: controle negativo; CP:
controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jamboldo; AJ: dieta
suplementada com polpa de acai jucara. # Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenga
estatistica (p>0,05) entre grupos CP, JB, JM e AJ pelo teste de Tukey.
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Figura 3. Eficiéncia alimentar das dietas experimentais. Dados expressos em
média * DP. CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta
suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de
jambol@o; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara. # Diferenca
estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenca estatistica
(p > 0,05) entre os grupos CP, JB, JM e AJ pelo teste de Tukey.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados referentes aos parametros
bioquimicos sanguineos dos animais experimentais. Observou-se que o
colesterol total (CT) dos animais tratados com dieta de cafeteria (CP) foi
aproximadamente 30% maior que o grupo CN (p < 0,05). Por outro lado, os
grupos que receberam a dieta de cafeteria acrescida de jamboldao (JM) e acai
jucara (AJ), apresentaram uma atenuacédo significativa (p < 0,05) de cerca de
30% no colesterol total quando comparado ao grupo CP.

Ainda, os grupos JM e AJ também promoveram reducdao significativa (p <
0,05) dos niveis de triacilglicer6is (TAG), notou-se uma reducdo de
aproximadamente 50% quando comparado ao grupo CP. Pepato et al. (2005), ao
ofertar extrato de polpa de jamboldao (E. jambolana) liofilizado por sonda
esofagica a Rattus norvegicus também encontraram diminuicdo significativa dos
niveis de CT e TAG em relacdo aos controles. Efeito analogo foi obtido pela
adicao de 0,5% de acai jucara liofilizado a dieta hiperlipidica administrada a ratas
Wistar prenhas, a qual mostrou reducédo de CT e TAG comparado ao grupo
controle (MORAIS et al., 2014). Por outro lado, no estudo de Castro et al. (2014)
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a suplementacéo da dieta AIN-93M de camundongos ApoE-/- com 2% de acai
jucara liofilizados, ndo foi obtida melhora significativa entre os parametros
sanguineos CT e TAG proporcionados pela dieta.

Para o colesterol HDL-c, ndo houve diferenca (p > 0,05) entre 0 CN e o
CP. Entretanto, observou-se uma reducado significativa (p < 0,05) desta fracdo
para os grupos JM e AJ, em relacdo ao grupo CP. Essa reducdo pode ser
justificada pelo menor conteudo de colesterol total verificado nos grupos JM e
AJ. A fracdo LDL-c por sua vez mostrou diferenca entre os grupos CN e CP,
sendo a dieta de cafeteria responsavel pelo aumento de 50% do colesterol LDL-c
qguando relacionado aos animais que receberam racdo comercial. Contudo, o
acréscimo do jamboldo a dieta de cafeteria foi eficaz na reducdo (p < 0,05) de
aproximadamente em um terco o colesterol LDL-c. Resultado semelhante foi
encontrado por Ravi et al. (2005), que observaram reducéo significativa dos
niveis de LDL-c, a partir de administracdo oral de extrato de semente de
jamboldo a ratos diabéticos em comparacdo a um farmaco hipoglicemiante
padrao, glibenclamida.

A dieta de cafeteria aumentou (p < 0,05) a relacéo entre CT/HDL em 15%
em comparacdo ao CN. Por outro lado, a suplementacdo com jambolédo foi
efetiva na diminuicdo de 10% desta relagdo quando comparada ao grupo CP. De
forma semelhante, a relacédo LDL/HDL se apresentou superior para o grupo CP,
quando associado ao grupo CN, sendo este incremento de cerca de 50%
(Tabela 5).

N&o foram observadas alteracfes estatisticamente significativas (p > 0,05)
para 0s parametros bioquimicos sanguineos AST, ALT e proteina C reativa
(PCR) entre os grupos experimentais (Tabela 5). Portanto, sugere-se que a dieta
de cafeteria ndo foi capaz de provocar lesdo hepatobiliar e pancreatica aguda,
visto que n&o houve modificagdo de AST e ALT (SHARMA et al., 2013). A néo
alteracdo de PCR no soro dos camundongos, indica que ndo houve significativa
resposta inflamatoria de fase aguda sintetizada no figado provocada pela dieta
hipercalérica (HOEPERS et al., 2015). Entretanto, ndo se descarta uma
alteracdo subclinica dos marcadores hepaticos, bem como do marcador
inflamatorio.

No estudo de Teixeira et al. (2006), em que administrou-se cha de folha

de jamboldo via oral para humanos com diabetes mellitus tipo 2, também néo
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foram obtidas alteracbes significativas nos niveis de AST, ALT e HDL-c.
Entretanto, contrariamente ao presente estudo, estes pesquisadores né&o
observaram reducdes do LDL colesterol.

Salienta-se que o jamboldo mostrou resultados satisfatorios quanto a
melhoria dos parametros bioquimicos sanguineos (Tabela 5). Todavia, ainda ha
poucos estudos com este fruto na literatura cientifica, o que dificulta a
comparacdo dos resultados encontrados. Além disso, grande parte das
pesquisas realizadas com o jambolado investiga os efeitos promovidos pelas
folhas (TEIXEIRA et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2000; DE BONA et al., 2011) e
sementes do fruto (ATALE et al., 2013; SHARMA et al., 2013), sendo que no
presente estudo se utilizou a polpa.

A jabuticaba, por outro lado, ndo promoveu melhorias significativas nos
parametros bioquimicos sanguineos, contrariamente ao demonstrado por outros
estudos cientificos (LENQUISTE et al.,, 2012; ALEZANDRO et al., 2013b;
ARAUJO et al., 2014). Dragano et al. (2013), semelhante ao presente estudo,
também ndo verificaram alteracdes significativas para TAG, CT e HDL-c ap6s
suplementacdo de 1 a 4% jabuticaba liofilizada a dieta AIN-93M de
camundongos Swiss. Lage et al. (2014) também néo observaram reduc¢éo do CT
e TAG apés alimentar ratas Fisher com dieta hiperlipidica acrescida de 0,5 a 3%
de farinha de casca de jabuticaba. Todavia, neste ultimo estudo observou-se um
aumento do HDL-c, diferentemente dos achados do presente estudo.

Na Figura 4 estdo representados os resultados referentes ao teste de
tolerncia a glicose (TTG) e a insulina (TTI). Observou-se, no presente estudo
gue houve diferenca significativa (p < 0,05) para os valores de AUC e kITT ao
comparar os grupos CN e CP. Verificou-se que a AUC do grupo que recebeu
dieta de cafeteria foi maior que o grupo que recebeu dieta comercial, sugerindo
uma maior intolerdncia a glicose. De forma semelhante, verificou-se menor
tolerancia a insulina para o grupo CP em comparacdo ao CN. Portanto, os
resultados encontrados corroboram com a literatura, visto que em seres
humanos e em animais experimentais o consumo de dietas ricas em gordura, tal
como a dieta de cafeteria, provoca intolerancia a glicose e uma resisténcia a
insulina (RIVELLESE e LILLI, 2003; DE SOUZA et al., 2007).

Todavia, a suplementacdo com acai jucara a dieta de cafeteria foi capaz

de reduzir significativamente (p < 0,05) a intoleradncia a glicose em comparacéo
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ao CP (Figura 4C). Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira et al.
(2010), apos administracdo de dieta hiperlipidica suplementada com extrato de
semente de acai da Amazoénia (300mg/kg/dia) via oral a camundongos C57BL /
6J durante 12 semanas. Os pesquisadores encontraram diminui¢ao significante
da intolerancia a glicose quando comparado ao grupo controle apos realizagédo
do teste de tolerancia oral a glicose.

O acréscimo dos demais frutos a dieta hipercalérica dos animais,
entretanto, ndo foi eficaz na reducdo da intolerancia a glicose, bem como néo
diminuiu a intolerancia a insulina a partir da constante de decaimento da glicose
(KITT) (Figura 4D). Estes resultados demonstram que a intolerancia a glicose
promovida pela dieta de cafeteria ndo foi melhorada pelo acréscimo dos frutos
jambolédo e jabuticaba, bem como a sensibilidade a insulina n&o foi alterada pela
suplementacédo dos frutos.

Semelhante ao presente estudo, Lenquiste et al. (2012), também né&o
encontraram diferenca estatisticamente significante nos valores de AUC e KITT a
partir da suplementacéo de 2 a 4% de jabuticaba liofilizada a dieta hiperlipidica
de ratos Sprague-Dawley. Por outro lado, Dragano et al. (2013) verificaram um
aumento significativo na velocidade do decaimento da glicose (kITT) ao
suplementar 1 a 4% de jabuticaba liofilizada a camundongos Swiss.

Quanto ao jamboldo, os achados de Teixeira et al. (2000) também
corroboraram com o presente estudo. Estes pesquisadores realizaram um TTG
apos administracdo em dose Unica um cha preparado a partir de folhas de
jambolao desidratadas, e ndo encontraram efeitos hipoglicemiantes em humanos
nao diabéticos quando comparado com voluntarios que receberam placebo. Por
outro lado, no estudo de Saravanan e Pari (2008), foram encontradas reducdes
significativas da glicemia a partir de um TTG, em ratos Wistar diabéticos apés
administracdo oral de extrato aquoso de casca de jamboldo por 45 dias. Neste
estudo, utilizou-se a glibenclamida, droga hipoglicemiante oral, como

medicamento padrao de referéncia.
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Tabela 5. Resultados bioguimicos sanguineos dos animais experimentais

CN CP JB IM AJ
Colesterol total (mg/dL) 113,8+ 21,6 158,8 + 27,92 &* 163,0 +32,67°2 107,4 +10,18" 109,3 + 8,70°"
HDL-c (mg/dL) 59,18 + 9,51 68,47 + 11,222 68,88 + 12,742 49,71+ 2,77° 46,71 +5,91°
LDL-c (mg/dL) 28,18 + 9,40 64,18 +1519%"  52,82+1051%  41,40+955° 47,77 +5,942°
CT/HDL 2,00 + 0,16 2,36 + 0,09 2,26 + 0,06 2P 2,13+0,10° 2,46 +0,132
LDL/HDL 0,48 + 0,22 0,89 + 0,14* 0,88+0,12 0,87 + 0,17 1,09 + 0,26
Triacilglicerdis (mg/dL) 132,8 + 42,05 146,1+ 44,81 2 162,8 +68,33%  71,58+19,44° 62,95+ 1581°
AST (U/L) 124,3 + 81,29 95,85 + 54,64 68,29 + 19,18 59,46 + 15,53 82,22 + 48,65
ALT (U/L) 36,46 + 10,06 31,22+ 11,82 27,47 + 3,82 23,71+ 6,01 25,33 + 4,90
PCR (mg/dL) 36,39 + 1,61 37,58 + 2,77 38,20 + 2,28 38,59 + 2,30 36,39 + 6,25

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representam diferenca estatistica, pelo teste de Tukey
(p = 0,05). CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada
com polpa de jamboldo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara. * Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p <
0,05). HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; AST: aspartato amino
transferase; ALT: alanina aminotransferase; PCR: proteina C reativa.
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Figura 4. (A) Teste de tolerancia a glicose (TTG). (B) Teste de tolerancia a insulina (TTI). Dados de glicemia expressos em média.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa
de jamboldo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara. (C) Area abaixo da curva (AUC) do TTG. (D) Constante de
decaimento da glicose durante o TTI (KITT) (%/min). # Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). * Diferenca
estatistica (p>0,05) entre o grupo AJ quando comparado ao CP pelo teste de Tukey.
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Conforme apresentado na Tabela 6, a dieta de cafeteria foi capaz de
promover esteatose nos camundongos quando comparado ao grupo que
recebeu ragcdo comercial. No entanto, os frutos experimentais nao foram capazes
de reduzir essa infiltracdo lipidica no figado. Portanto, ndo foi percebido efeito
protetor da suplementacdo dos frutos jambolédo e acai jucara a dieta de cafeteria
guando comparado ao CP (p > 0,05), como observado pelo percentual de
esteatose. Efeito andlogo foi apresentado por Castro et al. (2014), que também
nédo obtiveram reducéo de esteatose no figado de camundongos ApoE-/- a partir
da suplementacado de acai jucara liofilizado a dieta a AIN-93M comparado a dieta
padrao.

Entretanto, observou-se um percentual de esteatose significativamente
elevado (p < 0,05) no grupo de animais que recebeu a dieta de cafeteria
acrescida de jabuticaba, sendo que aproximadamente 60% maior que no grupo
CP. A partir da Figura 5 pode-se observar a presenca desta diferenca de
goticulas lipidicas. A analise morfoldégica mostra um menor acumulo lipidico do
grupo CP (Figura 5B), quando comparada ao grupo suplementado com
jabuticaba (Figura 5C).

Estes resultados demonstram que os frutos experimentais ndo foram
capazes de reduzir a esteatose provocada pela dieta de cafeteria. Todavia, o
aumento da esteatose observado no grupo JB precisa ser melhor investigado,
visto que ndo houve diferenca (p > 0,05) entre o conteudo cal6rico dos grupos
experimentais quando comparados ao grupo CP. Além disso, ha relatos na
literatura que a jabuticaba seja capaz de promover um efeito hepatoprotetor.
Lage et al. (2014), observaram que a suplementacéo de 3% de farinha de casca
de jabuticaba a dieta hiperlipidica administrada a ratas Fisher resultou em
diminuicdo significativa da esteatose macrovesicular nos animais quando
comparado ao grupo controle.

Na Tabela 6 podem ser visualizados os valores referentes a area e ao
namero de glomérulos em relagdo aos diferentes tratamentos. Os resultados
mostraram que houve diferenca significativa para area entre 0s grupos
experimentais, porém, ndo houve diferenca para o numero de glomérulos. O
grupo CN apresentou maior area quando comparado ao CP (p < 0,05).
Observou-se também, menores &reas para 0S Qrupos experimentais

suplementados pelos frutos quando comparados ao grupo CP (p < 0,05). Estes
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dados sugerem que tenha havido uma atrofia da area glomerular entre todos os
grupos que ingeriram a dieta de cafeteria (Figura 5F, 5G, 5H, 5I, 5J). Dessa
forma, percebe-se que os frutos ndo foram capazes de reverter a atrofia
glomerular provocada pela dieta de cafeteria.

Segundo Rein et al. (2010), a atrofia glomerular e o resultante déficit da
funcdo renal é caracterizado como marcador da progressdao da doenca
aterosclerdtica. Estes autores ressaltam que a diminuicdo da fungéo renal ocorre
como consequéncia de um dano vascular. Knight et al. (2008) atribuem esta
injuria renal a obesidade e ao aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias decorrentes do estresse oxidativo. Ainda, o acumulo de lipidios em
excesso € capaz de provocar lipotoxicidade, que por sua vez pode ser o principal
motor da disfuncdo organica, tal como les&o renal (DECLEVES e SHARMA,
2015).

O quadro aterosclerético também pode estar associado ao aumento da
permeabilidade do endotélio, causado pelo excedente de radicais livres
produzidos que provocam danos & membrana (KNIGHT et al., 2008). De acordo
com Userpater e Inserral (2004), esse incremento da permeabilidade pode
acarretar em aumento da passagem de LDL-c, o que provoca a formacédo de
placas ateroscleréticas e atrofia do glomérulo.

Além disso, ha evidéncias de que a reducdo da funcdo renal pode
influenciar negativamente o metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina
em seres humanos (DEFRONZO et al., 1981; SHEHAB-ELDIN et al., 2009). Chin
et al. (2014), observaram uma reducdo significativa (p < 0,05) na sensibilidade a
insulina a partir de uma operacdo simulada para reducdo da massa renal,
uninefrectomia, em camundongos C57BL/6J.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados do peso e éarea dos
adipdcitos. Notou-se que houve diferenca estatistica (p < 0,05) apenas entre 0s
grupos CN e CP quanto ao peso do tecido adiposo. O CP exibiu peso 50%
superior ao CN, o que indica que a dieta de cafeteria foi capaz de induzir o
aumento da gordura epididimal. Quanto a area dos adipdcitos, observou-se
diferenca significativa entre os grupos CN e CP (p < 0,05), o qual obteve uma
area 50% maior que os animais do grupo CN, o qual pode ser observado
também na Figura 5K e 5L. O aumento do peso e area dos adipécitos pode ser

justificado pelo alto conteudo lipidico da dieta de cafeteria quando comparada ao
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grupo que recebeu racdo comercial (Tabela 3). Verificou-se ainda, atenuacao
significativa (p < 0,05) da hipertrofia dos adipécitos entre 0s grupos
suplementados com jambol&o e acai jucara (Figura 5N e 50) quando comparado
ao grupo CP. De acordo com El-Assaad et al. (2015), a reducdo da &rea dos
adipdcitos esta associado a um efeito lipolitico e de decréscimo na acumulacao
de triacilglicerdis. Dessa forma, o jamboldo e o acai jucara foram eficientes em
reverter o aumento da adiposidade promovido pela dieta de cafeteria.

E importante salientar que, ao exceder a capacidade de armazenamento
do tecido adiposo a partir de uma dieta hipercalérica pode haver a acumulacéo
de lipideos ectopica, ou seja, em outros 6rgdos como rins e figado (SAMUEL e
SCHULMAN, 2012). Isto provoca distlrbios metabdlicos tais como resisténcia a
insulina, intolerdncia a glicose e alteracdes no metabolismo lipidico, o que
contribui para hiperglicemia, dislipidemias, hipertenséo e aterosclerose (BRUCE
e HANSON, 2010).

46



Tabela 6. Analise morfologica do tecido hepético, do tecido adiposo epididimal e do tecido renal

CN CP JB IM Al
Figado (g) 1,88+ 0,24 1,81 + 0,292 1,96 +0,22° 1,62+0,25" 1,68+ 0,292
Esteatose (%) 0x0 1,04 +1,42° 2,44 + 3,14° 0,04 +0,18° 0,60 +0,83°
N° de glomérulos 5,20+ 1,80 5,35+ 1,69 5,05+ 1,15 5,70+ 1,42 540+ 1,19

ﬁ:ri%)dos glomerulos 27424 + 12183 24320 + 7807*2 21675+ 7668° 19740 + 6293 ° 20874 + 7703°
TAE (g) 1,09 + 0,33 2,27 + 0,45* 2,42 £ 0,49 1,79+ 0,77 2,29 + 0,60
ar;%)dos adipocitos 71220 + 22804 148288 + 85924"% 142059 + 75869 ¢ 122441 + 72317 ¢ 112161 + 58516 °

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representam diferenca estatistica, pelo teste de Tukey
(p = 0,05). TAE: Tecido adiposo epididimal; CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta suplementada com casca de
jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jambolédo; AJ: dieta suplementada com polpa de acai jucara. * Diferenca
estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) para o niumero de glomérulos entre os
grupos CN e CP, pelo teste t, bem como entre CP e grupos tratados com os frutos, pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Fotomicrografias representativas dos tecidos hepatico (A, B, C, D, E), renal (F, G, H, I, J) e adiposo epididimal (K, L, M,
N, O) dos camundongos. JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com polpa de jamboléo; AJ:
dieta suplementada com polpa de acai jucara. Coloracdo com hematoxilina-eosina (HE), 20x. Resolucédo: 500 pixels.
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Na Figura 6 sdo apresentados os resultados referentes a endotoxemia
metabdlica nos grupos experimentais. Observou-se que houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os grupos CN e CP. O grupo CP, que recebeu dieta
de cafeteria, apresentou aproximadamente 60% mais endotoxinas circulantes no
soro do que o grupo que recebeu racdo comercial. Os resultados obtidos
corroboram com a literatura, visto que a endotoxemia metabdlica se baseia na
alteracdo da composigéo da microbiota intestinal, com aumento da translocagéo
bacteriana, principalmente devido ao consumo de dietas hiperlipidicas (CANI et
al., 2007a).

No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos que
receberam dieta de cafeteria acrescida dos frutos quando comparados ao grupo
CP. Portanto, estes resultados sugerem que os frutos, nas concentragdes
utilizadas, ndo foram eficientes para reduzir a endotoxemia metabdlica
promovida pela dieta de cafeteria.

A microbiota intestinal de individuos obesos ou que consomem dietas com
elevado teor de gordura, contém predominantemente bactérias gram-negativas
ricas em LPS. Receptores Toll-like nas membranas celulares reconhecem LPS
na circulacdo (endotoxemia) e ativam quinases especificas, que levam a
resisténcia a insulina. Estas vias também ativam o NF-kB, que resulta na
expressdo de genes inflamatérios (ESTADELA et al.,, 2013). Portanto, a
endotoxemia desempenha um importante papel na homeostase energética, por
meio da modulacdo do balanco energético, do metabolismo da glicose e do
estado inflamatorio cronico associado com resisténcia a insulina induzida pela
obesidade (CANI, 2013; ANHE et al., 2014).

No estudo de Cani et al. (2007a), a administracdo de uma dieta
hiperlipidica a camundongos por um periodo de quatro semanas foi capaz de
aumentar os niveis plasmaticos de LPS em até trés vezes, o que provocou
endotoxemia metabdlica. Estes pesquisadores também induziram endotoxemia
por meio de infusdo subcutanea continua de LPS em camundongos durante
guatro semanas, e observaram hiperglicemia, insulinemia hepéatica e aumento do
tecido adiposo em relagéo ao grupo controle.

No presente estudo, a alta concentragdo de endotoxinas encontrada no
soro dos animais pode ter influenciado a tolerancia a glicose e a sensibilidade a

insulina, pois a jabuticaba e o jamboldo n&o foram capazes de melhorar a Rl e a
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tolerancia a glicose dos camundongos. Todavia, houve a excec¢do do grupo de
animais suplementado com acai jucara, o qual apresentou reducdo da
intolerancia a glicose segundo AUC (Figura 4C).

Além disso, sugere-se que a endotoxemia metabdlica também esta
associada ao desenvolvimento de esteatose hepatica (MACHADO e CORTEZ-
PINTO, 2012). Analogamente, observou-se no presente estudo que 0S grupos
experimentais que apresentaram elevada endotoxemia também exibiram maior

percentual de esteatose.

0.5
#p <0,05

Concentracao de LPS
(EU/mL)

0.0
CN CP JB JM Al

Figura 6. Concentragdo de endotoxina contida no soro dos camundongos.
Dados expressos em média =+ DP. CN: controle negativo; CP: controle
positivo; JB: dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta
suplementada com polpa de jamboléo; AJ: dieta suplementada com polpa de
acai jucara. # Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao
houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos CP, JB, JM e AJ pelo
teste de Tukey.
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7 CONCLUSAO

A suplementacdo com 2% da polpa liofilizada de jamboldo a dieta de
cafeteria resultou em reducao significativa do conteudo de colesterol total, LDL-c,
triacilglicerdis, da razdo CT/HDL, bem como diminuicdo da area dos adipécitos
dos animais tratados. A suplementacdo com 2% da polpa de acai jucara
liofilizada foi capaz de atenuar de forma significativa o colesterol total,
triacilglicerdis e a area dos adipdcitos, além de elevar a tolerancia a glicose.
Entretanto, a adicdo desses frutos a dieta de cafeteria ndo promoveu reducao do
ganho de peso, melhora da resisténcia a insulina e reducdo da endotoxemia
provocada pela dieta de cafeteria. Além disso, os frutos também ndo foram
eficientes na preservacao da histologia renal e infiltrag&o lipidica no figado.

A adicdo de 2% de casca de jabuticaba liofiizada mesmo tendo se
destacado quanto a atividade antioxidante, ndo mostrou efeitos positivos sobre o
perfil lipidico sanguineo, infiltragédo lipidica no figado, reducéo de peso e area
dos adipdcitos, preservacdo da histologia glomerular, bem como na reducédo do
guadro de endotoxemia metabdlica provocada pela dieta de cafeteria.

Sugere-se que a inclusdo do jamboldo e do acai jucara na dieta pode
apresentar efeitos positivos sobre os danos causados por dietas hiperlipidicas,
especialmente no que se refere a dislipidemia, a tolerédncia a glicose e a
hipertrofia de adipdécitos. Além disso, o incentivo ao consumo desses frutos pode
impulsionar a producao e lucratividade de produtores rurais da regido Sudeste.

Destaca-se a importancia de estudos com alimentos regionais de modo a
incentivar o consumo, bem como a producdo e a lucratividade de produtores
rurais da regido. Cabe salientar, que sdo encontrados poucos estudos na
literatura cientifica a respeito do efeito da polpa do acai jucara e do jamboléo,
assim como da casca de jabuticaba em modelos animais e humanos.

Ressalta-se, que o presente estudo foi pioneiro em verificar a relagdo da
suplementacdo dos frutos com os niveis de endotoxinas sanguineas. Portanto
sdo necessarios outros estudos para melhor investigacdo dos efeitos dos frutos

sobre a translocacéo microbiana.
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