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RESUMO

BERNARDES, Roberta de Oliveira. Avaliacdo do jamboldo (Syzygium cumini)
sobre os biomarcadores cardiovasculares e a morfologia dos tecidos hepatico
e adiposo em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica. 2017.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof. Dsc. André Gustavo
Vasconcelos Costa. Co-orientadora: Prof. Dsc. Maria das Gragas Vaz Tostes.

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de mortalidade em todo o
mundo. O consumo de alimentos ricos em antioxidantes, como 0S compostos
fendlicos presentes no jamboldo (Syzygium cumini), pode ser uma alternativa para
reduzir o risco de desenvolvimento de DCV. O objetivo do trabalho foi avaliar a acéo
do jambolé&o liofilizado sobre os biomarcadores cardiovasculares e a morfologia do
figado e do tecido adiposo em camundongos Swiss submetidos a uma dieta
hiperlipidica. O jambolé&o foi liofilizado e determinou-se sua composi¢cdo centesimal,
conteudo de compostos fendlicos e antocianinas e a capacidade antioxidante in
vitro. Para o ensaio biolégico, foram demandados 43 camundongos que foram
submetidos a dieta controle normolipidica (CT, n=22) e dieta hiperlipidica (HF,
n=22), durante 8 semanas. Apds, por um novo periodo de 9 semanas, o grupo CT foi
dividido e passou a receber dieta CT (n=10) ou dieta CT suplementada com 2% de
jambolao liofilizado (CT+J, n=12); o grupo HF passou a receber dieta HF (n=9) ou
dieta HF suplementada com 2% de jambol&o liofilizado (HF+J, n=12). Ao término do
experimento, os animais foram eutanasiados e amostras de sangue foram coletadas
para analise de biomarcadores metabdlicos e inflamatérios. Ainda, foi coletado o
figado e amostras de tecido adiposo epididimal para analises histologicas. Os
resultados foram analisados pelo teste t para avaliar os grupos CT e HF, antes do
periodo de suplementacdo. A analise de variancia Two-way foi realizada para avaliar
o efeito da dieta, do fruto e suas interacdes entre os grupos experimentais (CT, HF,
CT+J e HF+J). Os dados foram expressos em média e erro padrdo, com nivel de
significancia de 5%. O modelo experimental foi eficiente em conferir maior ganho de
peso nos animais que receberam dieta hiperlipidica. A dieta hiperlipidica
potencializou o processo inflamatério, promovendo aumento nas concentracdes de
colesterol total, aumento da gordura epididimal, promocdo de esteatose hepética e
expressdo de biomarcadores inflamatérios como ICAM-1 e ALT. A dieta
suplementada com 2% de jambolédo liofilizado foi eficiente em minimizar alguns
agravos presentes no processo inflamatério e/ou relacionados ao risco
cardiovascular, diminuindo as concentracdes de e-selectina. Ainda, foi possivel
observar efeito do jamboldo na reducéo das concentracdes de ICAM-1, quando em
associacdo de dieta hiperlipidica. O fruto também apresentou efeito hepatoprotetor,
com reducdo das concentracdes de AST e protecdo do figado contra infiltragéo
lipidica e consequente esteatose hepatica.

Palavras-chave: Doencgas cardiovasculares, antioxidante, jamboldo, compostos
fendlicos, antocianinas.



ABSTRACT

BERNARDES, Roberta de Oliveira. Evaluation of jambolan (Syzygium cumini)
upon cardiovascular biomarkers and the morphology of hepatic and adipose
tissues in mice fed a high-fat diet. 2017. Dissertation (Master’'s degree in Food
Science and Technology) — Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES.
Advisor: Prof. Dsc. André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-advisor: Prof. Dsc. Maria
das Gracas Vaz Tostes.

The cardiovascular diseases (CVD) are the main cause of mortality all over the world.
The consumption of food, rich in antioxidants, as the phenolic compounds presented
in jambolan (Syzygium cumini), may be an alternative to reduce the risk of CVD
development. The objective of this work was to evaluate the action of Ilyophilized
jambolan upon cardiovascular biomarkers fed a high-fat diet. The jambolan was
lyophilized and its centesimal composition, total phenolic content, and total
anthocyanins and the in vitro antioxidant capacity were determined. For the biological
assay 43 mice were demanded and they were submitted to a normal-fat control diet
(CT, n=22) and high-fat diet (HF, n=22), during 8 weeks. Thereafter, for a new period
of 9 weeks, the CT group was divided and continued to receive CT diet (n=10) or CT
diet supplemented with 2% of lyophilized jambolan (CT+J, n=12); the group HF
continued receiving HF diet (n=9) or HF diet supplemented with 2% of lyophilized
jambolan (HF+J, n=12). Thus, the animals were submitted to euthanasia and blood
samples were collected for the analysis of metabolic and inflammatory biomarkers.
The liver histological analysis and epididymal adipose tissue analysis were carried
out. The results were analyzed by t test to evaluate the CT and HF groups, before
the supplementation period. The “Two-way” variance analysis was carried out to
evaluate the effect of the diet and fruit and/or their interactions among the
experimental groups (CT, HF, CT+J and HF+J). The data were expressed in
arithmetic mean and standard errors, with 5% significance level. The experimental
model was efficient on checking higher weight gain on the animals, which received
high-fat diet. The high-fat diet potentized the inflammatory process, promoting an
increase on the total cholesterol concentrations, increase on the epididymal fat,
promotion of hepatic steatosis and expression of inflammatory biomarkers as ICAM-1
and ALT. The diet supplementation with 2% of lyophilized jambolan was efficient on
reducing some damages present on the inflammatory process and/or related to the
cardiovascular risk, decreasing the concentrations of e-selectin. It was also possible
to observe the effect of jambolan on the reduction of ICAM-1 concentrations, when in
association with high-fat diet. The fruit also presented hepatoprotective effect, with
reduction on the AST concentrations and protection of the liver against lipid
infiltration and consequent hepatic steatosis.

Key-words: Cardiovascular diseases, antioxidant, jambolan, phenolic compounds,
anthocyanin.



SUMARIO

1 1 11V P IX
LINTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt e et eereeeeanens 1
2 OBJIETIVOS ..ot e e e ane 4
2 B © o1 1= Ao T =T - | US 4
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ....uuvriiiiiiieiiiiiiiite et 4
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 5
3.1 Doengas CardiovasCUIares. ... 5
3.2 Compostos fendlicos e seus efeitos sobre as doencas cardiovasculares .......... 7
3.3 Efeito do jamboldo (Syzygium cumini) na sadde humana...........ccccccevvvveeennnn. 10
4 MATERIAL E METODOS ..ottt eae et s e saestestesaesae e e 15
4.1 Aquisicao e preparo da matéria PriMal............ueeeieeeeiieeiiiiiie e 15

4.2 Caracterizacao fisico-quimica do jambolao liofilizado e das dietas

EXPEIMENTAIS ....ceiiiiiiieeee ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e e eeeees 15
4.3 Andlise de Compostos Fendlicos e Capacidade antioxidante in vitro .............. 16
4.3.1 Prepar0 dO EXIrato ........ccooiiiiiiiiiiiii e 16
4.3.2 Quantificacdo de compostos fendlicos do fruto liofilizado .......................... 16

4.3.3 Determinacédo da capacidade antioxidante in vitro do jambolao liofilizado .17

4.3.3.1 Método do RadiCal ABTS .....cooiiiiiiiiiiiiiee et 17
4.3.3.2 Método de neutralizac&o do radical DPPH-« (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 17

4.4 Identificagédo e quantificacdo de antocianinas da amostra liofilizada................ 18
4.5 Composicao e Preparo das Dietas Experimentais ...........ccceevveeiiiiiiiiiiiinnneeeen. 19
Ol = g 1S= 1o i =1 o] (0o | (ol o BT 20
4.7 Biomarcadores metabolicos e inflamatorios ..., 22
4.8 ANAIISE HIStOIOGICA ....uveeii e e 23
e I N g F= R XS] = L ] (o= 24
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD. ......ciiiiieiieiieeieeeee e e ee ettt 25

5.1 Composigéo centesimal, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

(o (o TN F=Tg a1 oTo] F=To TN 0] 11 2= o [o 1 25



5.2 Composicao centesimal das dietas experimentais............ccceeeveeeeeeeeeeiiiiinneeeeenn. 27

5.3 Consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

............................................................................................................................... 28
5.4 Biomarcadores metabolicos € inflamatOrios .........covee oo, 31
5.5 Analise dos tecidos hepético e adiposo epididimal ..........cccccoviiiiiiiiiieiieennnn. 38
B CONCLUSAO. ..ottt ettt et e e e e e e e e e e e 43

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooviiiieeeeeeeeeeeeeeee e 44



1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de mortalidade em
todo o mundo, representando 31% de todas as mortes globais. Elas compreendem
um grupo de doencas que acometem o coracao e 0s vasos sanguineos, que incluem
doencas cardiacas coronarianas, cerebrovasculares, reumaticas, hipertensao,
tromboses, aterosclerose e embolias (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION —
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Dentre os fatores associados com o desenvolvimento de DCV, o excesso de
gordura corporal destaca-se por estar intimamente integrado ao processo, além de
influenciar no desenvolvimento de resisténcia a insulina, dislipidemias e hipertensao
arterial, caracterizando o risco cardiometabdlico (DESPRES; LEMIEUX, 2006).
Ainda, devem ser levados em consideracéo fatores de risco como fumo, altos niveis
de lipoproteina de baixa densidade (LDL), disfuncdes no metabolismo de glicose e o
estresse oxidativo (GAMEZ-MENDEZ et al., 2015; VAN GAAL; MERTENS; DE
BLOCK, 2006).

O estresse oxidativo surge pela alta producdo de espécies reativas de
oxigénio que podem gerar lesGes crénicas no endotélio vascular, o que culmina na
instalacdo de um processo inflamatério com ativacdo de componentes do sistema
imune, na tentativa de solucionar a injuria (HENSON, 2005; SORESCU et al., 2002).
O estresse oxidativo € um mediador de diversos processos patoldgicos nas paredes
vasculares, incluindo, além da propria disfuncdo endotelial, a instabilidade
plaguetaria e o desenvolvimento de DCV, que em alguns casos, podem ser
revertidos com o consumo de antioxidantes (HEITZER et al., 2001; STROBEL et al.,
2011). O alto consumo de gordura, pode ocasionar um acréscimo no estresse
oxidativo e lesionar o endotélio, causando uma disfungdo como a presente na
aterosclerose (GAMEZ-MENDEZ et al., 2015).

Algumas enfermidades tem como plano de fundo um estado de inflamacéo
cronica, como é o caso da obesidade e das DCV e, diferentes mecanismos de
desenvolvimento vém sendo propostos, correlacionando ambas as patologias.
Individuos obesos, tem como caracteristica, a grande area de tecido adiposo e esta,
por sua vez, € uma glandula endocrina, que libera citocinas, mediadores bioativos,

fatores inflamatodrios e acidos graxos nao-esterificados (NEFA), que influenciam na



homeostase corporal, resisténcia a insulina, coagulagéo, perfil lipidico, inflamacéo e
aterosclerose (LAU et al., 2005; SCHERER, 2006).

As substancias secretadas pelo tecido adiposo, citadas anteriormente, podem
estar presentes desde o inicio do desenvolvimento do processo inflamatorio até
casos mais graves da desordem cardiovascular. Durante o processo inflamatorio,
moléculas de adesdo, interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF-a) podem
prolongar o processo. Dentre as principais moléculas de adesdo destaca-se a
molécula de adesédo intercelular-1 (ICAM-1) e e-selectina, que proporcionam ao
tecido adiposo influéncia direta nos mecanismos de risco cardiometabodlico (VAN
GAAL; MERTENS; DE BLOCK, 2006). No grupo das adipocitocinas, destaca-se o
inibidor de ativacdo do plasminogénio 1 (PAI-1), uma proteina que em niveis
elevados sinaliza risco para DCV e aterosclerose, uma vez que atua na deposicao
de plaquetas e fibrina (LAU et al., 2005). Ja os &cidos graxos nédo-esterificados sdo
relacionados a resisténcia a insulina, esteatose hepatica e risco de desenvolvimento
de DCV, quando presentes em concentracdes muito elevadas (FABBRINI et al.,
2008; FIRNEISZ, 2014).

O consumo de alimentos com alta concentracdo em compostos antioxidantes,
como o0s presentes no jamboldo (Syzygium cumini), pode ser uma alternativa para
restaurar o equilibrio oxidativo e combater o processo inflamatério no organismo (DE
BONA et al., 2011).

O jamboldo é um fruto pertencente a familia Myrtacea, originario da india,
mas que o cultivo ja se expandiu para outros paises, incluindo o Brasil, onde pode
ser encontrado nos periodos de dezembro a fevereiro, conforme revisado por Costa
et al.,, 2013. O jamboldo é um fruto de sabor adstringente a levemente doce,
dependendo do estagio de maturagéo. Possui formato oval, com coloracdo de casca
variando do roxo ao preto, polpa de cor branca ou roxa e uma Unica semente
centralizada de coloragcéo roxa. Pode ser consumido in natura ou utilizado para o
preparo de vinhos e geleias (CORREIA et al., 2015).

Em estudos realizados ao longo das ultimas décadas, um vasto namero de
autores reportaram os efeitos benéficos do jamboldo associados ao diabetes,
utilizando-se suas folhas, raizes e sementes na forma de infusdo e extrato (BALIGA
et al.,, 2011; DE BONA et al., 2011; RAFFAELLI et al., 2015) Também ¢é possivel
encontrar relatos de sua atividade antioxidante (VEIGAS et al., 2007; ZHANG,; LIN,
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2009), acdo anti-inflamatéria (MURUGANANDAN et al., 2001), hipolipidémica
(SHARMA; BALOMAJUMDER; ROY, 2008) e cardioprotetora (CHAGAS; FRANCA,
PAES, 2015; MASTAN et al.,, 2009; SHUKLA et al., 2014). Entretanto, ainda sao
escassos estudos que explorem o efeito cardioprotetor do jambol&o.

O jamboldo apresenta cerca de 93,3mg/100g de antocianinas em matéria
fresca, valor que supera o encontrado em outros frutos, como camu-camu
(42,2mg/100g) e a acerola (18,9mg/100g) em matéria fresca (DE BRITO et al., 2007,
RUFINO et al., 2010). Além desses compostos encontrados em maior concentracao
no fruto, o jamboldo também é fonte de outros compostos antioxidantes, como
quercetina, acido elagico, rutina, carotenoides e vitamina C, que podem atuar de
forma sinérgica contra o estresse oxidativo (RUFINO et al., 2010).

Em estudos anteriores conduzidos por nossa equipe de pesquisa, foi
demonstrado que a suplementacdo com 2% de jamboldo liofilizado em
camundongos submetidos a dieta de cafeteria foi eficaz em aumentar a capacidade
antioxidante sérica, em relacdo ao grupo controle (SANT'ANA, 2014). Além disso,
apresentou efeitos positivos sobre os danos causados pelas dietas hiperlipidicas,
com reducdo de colesterol, LDL, triacilgliceréis e area de adipdcitos dos animais
(CONSTANCIO, 2015). Diante do exposto, o jamboldo apresenta potencial para um

tratamento alternativo de doencas cardiovasculares.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo do jambol&o (Syzygium cumini) liofilizado sobre os biomarcadores
cardiovasculares e a morfologia dos tecidos hepatico e adiposo em camundongos

Swiss submetidos a uma dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a composicgéo fisico-quimica do jambol&o liofilizado;

e Avaliar o conteudo de antocianinas, polifendis totais e atividade antioxidante
in vitro do jambol&o liofilizado;

e Determinar o0s parametros bioguimicos dos animais: referentes ao
metabolismo da glicose, do colesterol e inflamatérios (ICAM-1, PAI-1 e e-
selectina);

e Avaliar quantitativamente o tecido adiposo, por meio da analise da area dos
adipécitos dos animais;

e Avaliar o efeito da suplementacéo do fruto sobre a infiltracao lipidica no tecido

hepatico dos animais.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de morte em todo o
mundo. Estima-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram de doencas
cardiovasculares em 2012, o que representa 31% de todas as mortes globais. As
DCV sédo um grupo de doencas do coracdo e dos vasos sanguineos, que incluem
doencas cardiacas coronarianas, cerebrovasculares, reumaticas, hipertenséo,
tromboses e embolias (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION - WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Dentre os fatores que podem estar relacionados com o desenvolvimento de
DCV, o excesso de gordura corporal, ocasionando a obesidade, vem sendo
proposto. Entretanto, a resisténcia insulinica, dislipidemias e hipertensédo arterial
também sdo fatores que caracterizam o risco cardiometabdlico (NANGIA; SINGH;
KAUR, 2016; OUCHI et al., 2016) Outros aspectos mais conhecidos como fumo,
altos niveis de colesterol e LDL, disfuncdes de glicose pratica de atividade fisica,
consumo de bebidas alcodlicas e o estresse, também séo levados em consideracao
(DING et al., 2016; FINGER et al., 2016).

A dieta também desempenha papel de destaque na génese das DVC. Uma
alimentacdo exacerbada em gorduras saturadas e trans, sal e baixa ingestdo de
hortalicas e frutas torna-se um fator de risco para a saude do coracdo, contribuindo
para individuos sofrerem infarto agudo do miocardio (ABEYWARDENA, 2003;
IQBAL et al., 2008). Isso por que, a dieta pode influenciar o metabolismo de
nutrientes e perfil lipidico do individuo, sendo aquelas ricas em gorduras
tradicionalmente associadas, mas ndo unicamente, por niveis anormais de lipideos
sanguineos, aumento do colesterol, da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e dos
triacilglicerdis e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) (MENSINK et
al., 2003; PANIAGUA, 2016; WHO, 2014).

O tecido adiposo é uma glandula enddcrina metabolicamente ativa, produtora
de adipocitocinas, mediadores bioativos, fatores inflamatérios e acidos graxos néo
esterificados, que influenciam na homeostase corporal, resisténcia a insulina,
coagulacéo, perfil lipidico, inflamacao e aterosclerose (VAN GAAL; MERTENS; DE
BLOCK, 2006; SCHERER, 2006; OUCHI et al., 2016). Dentre tais substancias pode-
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se destacar as moléculas de adesao intracelular-1 (ICAM-1) e e-selectina, o inibidor
de ativacdo do plasminogénio 1 (PAI-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas, que fazem com que o tecido adiposo desempenhe acdo nos
mecanismos de risco cardiometabdlico (LAU et al., 2005; VAN GAAL; MERTENS DE
BLOCK, 2006).

Conforme a adiposidade aumenta, aumenta-se também a secrecdo de
adipocitocinas de carater pré-inflamatério e acidos graxos néo esterificados (NEFA).
A forma de atuacdo das adipocitocinas pode ser direta ou indireta para o
desenvolvimento das DCV, podendo levar a complicagbes, como disfuncdes
endoteliais, hipertens&o, estresse oxidativo e inflamacdes (GUIMARAES et al., 2007;
OUCHI et al., 2016).

Nos estudos de Wajchenberg et al, (2009) foi observado que animais obesos
apresentavam um aumento na producdo de interleucinas e TNF-a, quando
comparados com animais magros e que tal efeito por sua vez provocava um
aumento na expressdao de ICAM-1, agravando o processo cardiovascular. O
contrario também ocorre, ou seja, quando o tamanho do tecido adiposo diminui,
diminui-se também, os niveis das adipocitocinas séricas, diminuindo por sua vez o
quadro inflamatério observado na obesidade (ITOH et al., 2002).

A lipdlise do tecido adiposo € um processo catabdlico em que os
triacilglicerdis sdo oxidados em acidos graxos e glicerol. Quando o organismo
demanda energia entre as refeicdes, o tecido adiposo libera acidos graxos para
serem oxidados nos tecidos periféricos. Os NEFA podem ser utilizados como fonte
de energia, serem estocados ou reesterificados para formar triacilglicerol intracelular
(JENSEN; EKBERG; LANDAU, 2001). Individuos com alta deposicdo de gordura
visceral, tendem a ter lipdlise aumentada nos adipécitos, com consequente elevada
liberacdo de NEFA e glicerol (SCHERER, 2006). Dessa forma, é importante que as
concentractes de NEFA estejam em niveis adequados ao organismo, uma vez que
seu aumento é associado a resisténcia a insulina, aumento do risco de
desenvolvimento de DCV (BJORNTORP, 1990) e com a progressdo da esteatose
hepatica (FABBRINI et al., 2008; FIRNEISZ, 2014; SODHI et al., 2016).



3.2 Compostos fendlicos e seus efeitos sobre as doencas cardiovasculares

Os polifenois sao fitoquimicos que consistem em multiplos grupos hidroxilicos
em anéis aromaticos e estdo presentes em vegetais, frutas e outros produtos
naturais. Os polifendis sdo caracterizados em diferuloilmetanos, estilbenos,
flavonoides, acidos fendlicos e taninos (PANDAREESH; MYTHRI; BHARATH, 2015).

Os flavonoides s&o importantes metabdlitos secundarios das plantas e podem
se apresentar na forma de mondémeros, dimeros e oligdbmeros. Subdividem-se em
flavonas, flavonois, flavononas, catequinas, isoflavonas e antocianinas
(KOZLOWSKA; SZOSTAK-WEGIEREK, 2014).

As antocianinas, sao pigmentos naturais, resultantes do metabolismo
secundéario de vegetais, responsaveis pelas coloracfes azul, vermelho e roxo de
frutas e hortalicas. As principais antocianinas encontradas em frutas, hortalicas e
grados sao as cianidinas, malvidinas, pelargonidinas, delfinidinas e peonidinas (DE
BRITO et al., 2007; JAYAPRAKASAM et al., 2006; REIS et al., 2016).

Geralmente, encontram-se nas cascas de frutas, mas também podem ser
encontradas na polpa e sua biodisponibilidade depende do tipo de fruta,
processamento sofrido, além da matriz dos outros alimentos ingeridos na refeicéo,
ou seja, a presenca de outros compostos antioxidantes, micro e macronutrientes
afetardo a biodisponibilidade de antocianinas (MCGHIE; WALTON, 2007; YANG et
al., 2011).

O jamboldo apresenta cerca de 93,3mg/100g de antocianinas em matéria
fresca. Superando o encontrado em outros frutos, como camu-camu e acerola com
42,2mg/100g e 18,9mg/100g em matéria fresca, respectivamente (DE BRITO et al.,
2007; EINBOND et al., 2004; RUFINO et al., 2010). Especificamente no jambolao,
destacam-se as formas 3,5-diglicosideos de cianidinas, delfinidinas, petunidinas,
peonidinas e malvidinas (DE BRITO et al., 2007; VEIGAS et al., 2007).

Dentre o0s principais compostos bioativos em frutas, as antocianinas
destacam-se devido a sua capacidade antioxidante, que desempenha papel
fundamental na diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas,
exercendo efeito na reducao do risco cardiovascular, obesidade e hipoglicemia, bem
como, aprimoramento intelectual e protecéo do tecido cerebral de fetos (ANDRES-
LACUEVA et al., 2005; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; LOREN et al., 2005;
REIS et al., 2016; SUMNER et al., 2005).



Os compostos fendlicos, com destaque para os flavonoides, ingeridos na
alimentacdo, possuem duas atividades principais, a antioxidante e a de sinalizagao
de moléculas. A capacidade antioxidante € atribuida a sua propriedade de doar
hidrogénios, de se quelar com metais, captar espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de proteger a vitamina C da oxidac&o. Ja a sua fungéo de sinalizacao, se da ao fato
dos flavonoides interagirem com proteinas ou receptores envolvidos em vias de
expressdo génica e demais respostas fisiologicas (KOZLOWSKA; SZOSTAK-
WEGIEREK, 2014; LIN et al., 2002; MIYAKE et al., 2006; VAUZOUR et al., 2010;
WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004).

O endotélio vascular, em situacdes fisioldgicas, consegue lidar com estimulos
pré-inflamatérios e oxidativos. Para manter a saude cardiovascular, as células
endoteliais sdo necessarias para sintetizar 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina e
promover o ténus muscular, por meio da ac¢do da Oxido nitrico sintase ou
prostaciclinas ou vasoconstritores (SOTO-VACA et al., 2012).

O NO também age prevenindo a agregacdo de plaguetas e suprimindo a
expressdo de moléculas de adesédo endotelial. No entanto, o estresse oxidativo e
metabdlicos comuns em casos de diabetes, hipertensao arterial, DCV, dislipidemias
ou LDL oxidada geram ROS que reagem com o NO formando espécies reativas de
nitrogénio, o RNS peroxinitrito. A formag&o desse composto, diminui os niveis de NO
e contribui para a disfuncdo endotelial, promovendo uma elevacdo da
permeabilidade das células endoteliais. Essa abertura no sistema permite o acumulo
de LDL na intima arterial, aumenta a aderéncia de leucdcitos e da inicio ao processo
inflamatério (DE CATERINA et al., 1995; ROSS, 1999).

Em resposta ao endotélio inflamado ocorre uma sinalizacdo para macréfagos
e um acumulo de leucocitos, mediado pela liberagcdo de ICAM-1, molécula de
adeséo celular vascular-1 (VCAM-1) e e-selectina (ANBARASAN et al., 2015).

A disfuncéo endotelial gerada, como descrita anteriormente, € 0 que ocasiona
a hipertenséo arterial, DCV, diabetes, dislipidemias e hiperglicemia. Especula-se que
os compostos fendlicos melhorem a saude endotelial devido a sua atividade
antioxidante na diminuicdo dos fatores de risco, melhorando o funcionamento
endotelial, reduzindo pressao arterial, dislipidemias e oxidagéo de LDL (FOLLMANN
et al., 2013; YANG et al., 2010). Ja a alta ingestdo de antocianinas, foi relacionada

com Varios beneficios para a salde do coragdo, como a diminuicdo do risco de
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infarto do miocardio, supressao do estresse oxidativo e biomarcadores inflamatorios,
além de aumento da producéo de NO e da atividade antioxidante, prote¢do contra
peroxidacdo lipidica e melhora do perfil lipidico (CASSIDY et al., 2013;
EDIRISINGHE et al, 2011; ELKS et al., 2011; REIS et al., 2016).

A Figura 1 resume os efeitos dos flavonoides da dieta no organismo.

FLAVONOIDES DA DIETA

¢Saﬂde Vascular

4 Diabetes
Dislipidemias ‘

DCV
' Atividade Antioxidante
Pressao Arterial Sinal Celular
NO
ROS

Pressao Arterial
Dislipidemias

Y '
T Salde Vascular

Agregacao Plaquetéria
Adeséo Celular

Figura 1. Efeitos dos flavonoides da dieta no organismo
ROS: espécies reativas de oxigénio; RNS: espécies reativas de nitrogénio; NO: 6xido nitrico; DCV:

doencas cardiovasculares.

Uma alternativa para restabelecer o estresse oxidativo e inflamatério causado
pelas DCV e suas comorbidades no organismo, seria 0 aumento do consumo de
alimentos ricos em compostos antioxidantes, como os polifendis, vitamina C,

carotenoides e vitamina E.



3.3 Efeito do jamboldo (Syzygium cumini) na saide humana

O jambolédo (Syzygium cumini) é um fruto pertencente a familia Myrtacea,
originario da india, mas que o cultivo ja se expandiu para outros paises, incluindo o
Brasil, onde pode ser encontrado nos periodos de dezembro a fevereiro (COSTA et
al., 2013). Véarias nomes s&o utilizados para se referir ao fruto, na india é conhecido
como Jamun ou Jambul, nos Estados Unidos é chamado de black plum (ameixa
preta) ou Indian blackberry (amora preta indiana), jA no Brasil, além de jamboldo
também é conhecido por jameldo (SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

E um fruto de sabor adstringente a levemente doce, dependendo do estagio
de maturacdo. Possui formato oval, com coloracdo de casca variando do roxo ao
preto, polpa de cor branca ou roxa e uma Unica semente centralizada de coloracéo
roxa. Pode ser consumido in natura ou utilizado para o preparo de vinhos, geleias,
iogurtes e sucos, tanto como fruta principal quanto em associa¢cdo com outras frutas
para aumentar a propriedade antioxidante, como por exemplo em suco de laranja
(CORREIA et al., 2015; GORDON et al, 2011; KUMAR; KUMAR, 2016;
LAGO,GOMES, SILVA, 2006; SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA, 2015; SEVERO et al.,
2010; ZHANG, LIN, 2009).

Apesar da versatilidade do fruto, possibilitando a sua insercdo em diversas
preparacdes, grande parte dos frutos produzidos ainda € desperdicada em época de
safra, devido a alta produtividade por arvore, o curto tempo de duracéo util do fruto
in natura e principalmente, pela falta de aproveitamento pela populacédo
(LAGO,GOMES, SILVA, 2006).

Quanto ao perfil nutricional do jambol&o, 100g da fruta fornecem 41Kcal, 0,59
(0,5%) de proteinas, 0,1g (0,1%) de lipideos, 10,6g (10,6%) de carboidratos, 1,89
(1,8%) de fibras, 3mg de célcio e 2mg de magnésio (TACO, 2011).

O jambolao é um fruto com alta concentracdo de polifenois, flavonoides e
antocianinas. Além desses compostos encontrados em maior concentra¢ao no fruto,
0 jamboldo também apresenta alta concentragéo de quercetina, acido elégico, rutina,
carotenoides e vitamina C (BALIGA et al., 2011; RUFINO et al., 2010).

Um numero crescente de estudos, sugere que as antocianinas ingeridas na
alimentagao tém relagcdo inversa com o risco de hipertensédo, risco de infarto do

miocardio e mortalidade por doengas cardiovasculares. Além disso, as antocianinas
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também exercem mudancgas favoraveis no comportamento plaquetario e no
endotélio, agindo por sua vez, na pressdo arterial e melhorando os niveis de
colesterol e perfil lipidico (CASSIDY et al., 2011; ERLUND et al., 2008; MINK et al.,
2007; REIS et al., 2016; RODRIGUEZ-MATEQOS et al., 2013; QIN et al., 2009).

Devido aos elevados teores de antocianinas no jambolédo e sua associacao
com efeitos benéficos ao organismo, o jamboldo tem sido utilizado como matéria
prima para a extracao de antocianinas (MARAN; PRIVA; SIVAKUMAR, 2015).

Na Figura 2 sdo apresentados os principais efeitos do jamboldo, associados a

saude.
Hepatoprotetor
Antiviral
Gastroprotetor T
/ Hipolipidémico
Antidiarréico +—— 5 / Antib .
JAMBOLAO __—» Antibacteriano
Antialérgico / T Antioxidante
Antineoplasico l Antifiingico
Cardioprotetor

Figura 2. Jamboldo e efeitos na salde

Tais efeitos geralmente sdo associados aos teores de compostos fendlicos e
antocianinas do fruto. Destacam-se o0s efeitos antibacterianos, antivirais e
antifingicos dos extratos das folhas, caules e frutos (BHANUPRAKASH et al., 2008;
DE OLIVEIRA et al., 2007; KANERIA et al., 2009) atividade antioxidante observada
nos taninos hidrolisaveis do fruto (ZHANG; LIN, 2009), bem como, no extrato da
casca do jamboldo, que é rica em antocianinas, atuando como um agente redutor e
captador de radicais livres (VEIGAS et al., 2007); acao anti-inflamatoria da casca do
caule do fruto (MURUGANANDAN et al, 2001); efeitos antidiabéticos do extrato das
folhas (DE BONA et al., 2011); hipolipidémicos (SHARMA; BALOMAJUMDER; ROY,
2008), aonde existem relatos do uso do jamboldo no tratamento de diabetes, antes
mesmo da invencao da insulina (BALIGA et al., 2011); propriedades antialérgicas e
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antidiarreicas do extrato de folhas, cascas e raizes (BRITO et al., 2007;
MUKHERJEE et al., 1998); efeitos antineoplasicos, como os encontrados nos
estudos de Barh e Viswanathan (2008), onde o extrato da casca e parte da polpa do
fruto maduro, exerceu efeito inibidor de crescimento e efeito apoptotico em células
de linhagem de céncer cervical; efeitos hepatoprotetores (DAS; SARMA, 2009) e
cardioprotetores dos extratos das polpas do jamboldo (SHUKLA et al., 2014). Na
Tabela 1 sdo apresentados estudos que avaliaram os efeitos do jambolao

associados a saude.
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Tabela 1. Efeitos do Jambol&do associados a salde

PARTE CONCENTRACAO EXTRACAO EFEITO MODELO REFERENCIAS
Extracdo com éter de
Folha, caule, 100pL do extrato petrdleo, acetato de etil, Antibacteriano In vitro (KANERIA et al., 2009)
fruto metanol e 4gua destilada por
percolacao a frio.
Folhas 50puL do extrato Extracéo alcodlica. Antiviral In vitro (BHANUPRAKASH et al.,
2008)
Folhas 16pL do extrato Extracdo com etanol e agua Antifungico In vitro (DE OLIVEIRA et al., 2007)
em temperatura ambiente
por 30 dias.
Fruto 15-500pg/L Fruto liofilizado e extragéo Antioxidante In vitro (ZHANG, LIN, 2009)
com acetona e agua.
Casca do 25pL do extrato Extragcdo com 0,1% de HCI Antioxidante In vitro (VEIGAS et al., 2007)
fruto em metanol.
A casca foi seca a sombra e
Casca do 100,300 e moida a p06. Extracéo feita Antiinflamatério Animal (ratos e (MURUGANANDAN et al,
caule 1000mg/kg peso com etanol em Soxhlet. camundongos) 2001)
corporal
Folhas 1g do extrato em Folhas secas e moidas a po. Antidiabético In vitro (DE BONA et al., 2011)
100mL de solucéo Extracdo em Soxhlet.
NaCl 0,09%
Sementes 50 ou 100mg/0,5mL  Lavadas e secas a sombra. Hipolipidémico Animal (ratos (SHARMA,;
de etanol Apos foram reduzidas a po e diabéticos) BALOMAJUMDER; ROY,
0,01%/100g de peso tratadas com etanol. 2008)
corporal

13



Tabela 1 continua

Folhas 25-100mg/kg
corporal
Casca e raiz 400mg/kg corporal

Fruto maduro 50mL do extrato 100

(casca e ou 10%
polpa)
Polpa 100 e 200mg/kg
Polpa 100,200 e 400mg/kg

corporal

Extrato aquoso foi obtido por
decoccéo das folhas em
agua destilada (100g/L por 3
a 5 minutos).

Antialérgico

Partes secas e reduzidas a Antidiarreico
pé. Extracdo com etanol em

Soxhlet.

Extragdo com metanol. Antineoplasico

Polpa seca e pulverizada.
Em seguida tratada com
etanol em percolador.

Hepatoprotetor

Polpa moida e tratada com
etanol. Filtrado liofilizado.

Cardioprotetor

Animal
(camundongos e
ratos)

(BRITO et al., 2007)

Animal (ratos) (MUKHERJEE et al., 1998)

In vitro (BARH; VISWANATHAN,

2008)

Animal (ratos) (DAS; SARMA, 2009)

Animal (ratos) (SHUKLA et al., 2014)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao e preparo da matéria prima

O jamboldo (Syzygium cumini) foi adquirido de agricultores da regido sul do
Espirito Santo. Foi lavado em &gua corrente, em seguida a polpa e a casca foram
retiradas manualmente e estocadas a -20°C. Apds, a amostra foi liofilizada em
liofilizador de bandeja, no Laboratorio de Corantes Naturais do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa. O produto liofilizado foi
acondicionado em embalagens laminadas, sem contato com luz e ar, onde

permaneceu armazenado a -20°C até o momento das andlises.

4.2 Caracterizacdo fisico-quimica do jamboldo liofilizado e das dietas

experimentais

As determinacfes das caracteristicas quimicas do jamboldo liofilizado e das
dietas experimentais foram realizadas no laboratorio de Quimica de Alimentos do
Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrérias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES), conforme as
normas analiticas da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995).

A analise de umidade foi realizada pelo método de secagem direta em estufa
(BIOPAR®) a 105°C até o peso constante. O teor de lipideos foi mensurado pelo
método de extracdo intermitente em aparelho extrator de Soxhlet (MARCONI®
MA491) durante 5 horas, utilizando-se o éter de petrdleo como solvente extrator. As
proteinas foram quantificadas pelo método de Kjeldahl, seguindo o principio de que
o teor de nitrogénio da amostra sera convertido em teor de proteinas multiplicando-
se o valor encontrado pelo fator de nitrogénio para proteinas de 6,25. Para
determinacdo de cinzas, foi feita incineracdo em mufla (MARCONI® MA38512) a
550°C até a obtencdo de cinzas claras. Para quantificacdo do percentual de
carboidratos, incluindo fibras, foi calculado por diferenca, pela subtracdo de um total
de 100% as porcentagens encontradas pelas analises de umidade, proteinas,

lipideos e cinzas. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.
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4.3 Andlise de Compostos Fendlicos e da Capacidade antioxidante in vitro

As analises de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante in vitro
foram realizadas no Laboratério de Quimica de Alimentos do Departamento de
Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES).

4.3.1 Preparo do Extrato

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante, foram preparados extratos do fruto liofilizado, baseando-se na
metodologia de Rufino et al. (2010). Para o preparo, utilizou-se 1g da amostra e
40mL de solucdo metanol/agua (50:50 v/v). A solucdo formada permaneceu por 2
horas em agitador mecéanico (CIENLAB®) a 25°C com agitacdo de 1500rpm. Apds, a
solucéo foi filtrada a vacuo e o residuo obtido da filtragem foi adicionado a 40mL de
solucdo acetona/adgua (70:30 v/v). Em seguida, a solucdo foi novamente agitada em
agitador mecénico por mais 2 horas. Ao término, a solucéo foi filtrada a vacuo e os
filtrados foram misturados em baldo volumétrico de 100mL, com volume ajustado
com agua destilada. Os extratos foram estocados em vidro ambar a -20°C e

permaneceram até o momento das analises.

4.3.2 Quantificacdo de compostos fendélicos do fruto liofilizado

Os compostos fendlicos do jamboldo liofilizado foram quantificados pelo
ensaio do reagente de Folin-Ciocauteu, baseado na metodologia de Singleton e
Rossi (1965). Em um tubo de ensaio, foi acrescentado 0,6mL do extrato do jambolao
liofilizado e 3mL do reagente de Folin-Ciocauteu, previamente diluido na razéo de
1/10. Os tubos foram vigorosamente agitados em vOrtex e permaneceram em
repouso durante 3 minutos. Em seguida, adicionou-se 2,4mL de uma solugéo de
carbonato de sddio saturada em agua destilada (7,5% m/v), agitou-se e em seguida
0s tubos permaneceram em repouso por 1 hora em temperatura ambiente. Ao

término do tempo de repouso, foi realizada a leitura da absorbancia das amostras
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em espectrofotometro (BEL PHOTONICS® 2000UV), em comprimento de onda e
760nm.

O teor de compostos fendlicos foi determinado por uma curva padrao de acido
galico (0-150 mg/L; y=0,010x+0,009 e Rz = 0,999) e os resultados foram expressos
em Acido galico equivalente por grama de matéria seca (mg AGE/g). Durante todo o
processo de analise, o0 ambiente esteve isento de incidéncia direta de luz.

4.3.3 Determinacao da capacidade antioxidante in vitro do jambol&o liofilizado

4.3.3.1 Método do Radical ABTS

Segundo o método proposto por Re et al (1999), foi avaliada a atividade
antioxidante in vitro através da captura do radical ABTS (acido 2,2’-azino-bis-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

O preparo do radical foi feito com uma mistura da solugcédo estoque de ABTS
(7mM) e solucdo de persulfato de potassio (2,45mM) em proporcdes equivalentes.
Em seguida, foi armazenado em vidro ambar onde permaneceu por 16 horas, sob
refrigeracdo. Em um tubo de ensaio, adicionou-se 0,5mL do extrato do jambolédo
liofilizado e 3,5mL do radical ABTS (Sigma-Aldrich®) e homogeneizou-se em vértex,
permanecendo, ao término, em repouso por 6 minutos ao abrigo de luz. Em seguida
foi feita a leitura da absorbéancia das amostras em espectrofotometro (BEL
PHOTONICS® 2000UV), com comprimento de onda de 734nm. A capacidade
antioxidante foi determinada utilizando-se curva padrdo de Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, Sigma Aldrich®) (0-90mg/L; R2=0,999) e os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox por

grama de matéria seca (umols Trolox/g matéria seca).

4.3.3.2 Método de neutralizagéo do radical DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante in vitro também foi determinada de acordo com o
meétodo de neutralizacdo do radical DPPH+ (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Em um tubo de ensaio foram adicionados
0,2mL do extrato de jamboldo liofilizado e 3,8mL de uma solugdo metandlica de
DPPHe+ (Sigma-Aldrich®) e agitou-se em voértex. Os tubos foram mantidos em
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repouso por 30 minutos, ao refagio da luz. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotometro (BEL PHOTONICS® 2000UV), em
comprimento de onda de 517nm. Paralelamente, foi preparado o sistema branco,
gue consiste na mistura de todos os reagentes, com excecdo do DPPHe. Os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical DPPHe,
podendo também ser chamado de atividade de retirada do radical (%) ou percentual
de atividade antioxidante, que foi calculado de acordo com a equacgéao a seguir.
Atividade de retirada do radical (%)= 100 - {[(Aamostra — Abranco)/Acontrole] X 100

Onde: *Acontrole = absorbancia do controle (solucdo de DPPHe sem a amostra);
Aamostra = absorbancia da amostra teste (solucdo de DPPHe« + amostra teste) e Abranco

= absorbancia da amostra sem a solucédo de DPPHe.

4.4 Identificacéo e quantificacdo de antocianinas da amostra liofilizada

A quantificacdo e identificacdo de antocianinas foi realizada utilizando-se
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, no Laboratério de Analise de Vitaminas do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vicosa.

As antocianinas foram extraidas das amostras com solucdo extratora
metanol-HCL (99:1; %/%) em banho metabdlico por 2 horas. Ap6s a extracdo, as
amostras foram centrifugadas e mantidas em freezer a -18°C+/-2°C, até o momento
das analises.

A andlise de antocianinas seguiu as condi¢cbes cromatograficas propostas por
Schauss et al. (2006), com modificacdes: Sistema CLAE-DAD (detector de arranjo
diodo) com deteccéo a 520nm, coluna C18 (Phenomenex Gemini, 250 x 4,6m, 5um),
equipada com coluna de guarda (Phenomenex ODS C18, 4mm x 3mm). Agua
ultrapura foi adotada como fase movel, com pH 2, ajustado com acido formico (linha
A) e acetonitrila (linha B) (89:11, viv). O gradiente de eluicdo foi realizado da
seguinte forma: 0 a 20 minutos, 0% de B; 20 a 22 minutos, aumento linear até 25%
de B; 22-27 minutos, 50% de B; 27-29, minutos aumento linear de 0% de B; 29-45
minutos, o reequilibrio da coluna cromatografica. Foi utilizado fluxo da fase movel de
1,0mL/minuto em um tempo de corrida de aproximadamente 45 minutos. Como

padrbes externos adotou-se as cianidina-3-o-rutinosideo e cianidina3-o-glicosideo. A

18



identificacdo e quantificacdo dos compostos fez-se com base nos tempos de
retencdo, comparados com elaboragao de curva padréo.

4.5 Composicao e Preparo das Dietas Experimentais

A composicdo das dietas experimentais foi baseada na AIN-93M
normolipidica e hiperlipidica (CINTRA et al., 2012) e ambas acrescidas de 2% de
jambolao liofiizado (CONSTANCIO, 2015; SANT’ANA, 2014). As dietas foram
elaboradas uma vez por semana e para iSSO 0s ingredientes eram pesados,
misturados, amassados e moldados na forma de pellets e acondicionados em sacos
de polietileno, identificados e sob refrigeracdo. A composicdo das dietas
experimentais é descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composigéo das dietas experimentais (g/kg)

Ingrediente CT* (AIN-93M) CT+J* HF* HF+J*
Amido de Milho 465,7 445,7 153,7 133,7
Caseina 140 140 140 140
Sacarose 100 100 100 100
Amido Dextrinizado 155 155 155 155
Celulose Microfina 50 50 50 50
Oleo de Soja 40 40 40 40
Banha Animal - - 312 312
Mistura Mineral 35 35 35 35
Mistura Vitaminica 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Jamboléao Liofilizado - 20 - 20

* CT*: Dieta Controle; CT+J: Dieta Controle acrescida com 2% de jambolédo; HF: Dieta Hiperlipidica;
HF+J: Dieta Hiperlipidica acrescida com 2% de jamboldo. Caseina, Amido Dextrinizado, Celulose
Microfina, Mistura mineral (AIN-93M), Mistura vitaminica (AIN-93M), L-cistina e Bitartarato de colina
foram adquiridos na Rhoster®; Amido de Milho (Maizena®); Sacarose (Unido®); Oleo de soja

(Soya®); Banha animal (fornecedor local).

19



4.6 Ensaio Bioldgico

O ensaio biologico foi realizado no Laboratorio de NutricAo Experimental e
Fisiologia Humana do Departamento de Farmacia e Nutricdo do Centro de Ciéncias
Exatas, Naturais e da Saude (CCENS/UFES).

Foram demandados 43 camundongos machos, adultos, da raca Swiss
(Albinus musculus), com nove semanas de vida, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram submetidos a uma dieta
controle (CT) baseada na AIN-93M (n=22) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) ou
hiperlipidica (HF, n=21), durante 8 semanas (CINTRA et al., 2012), caracterizando a
primeira fase do experimento ou fase de inducéo (representada como periodo To-T1).
Apos, os animais foram distribuidos em 4 grupos, onde ocorreu a insercao de grupos
experimentais com dietas suplementadas com 2% de jambolao liofilizado
(NOVELLO, 2011): dieta controle (CT, n=10); dieta controle acrescida de 2% de
jambolao liofilizado (CT+J, n=12); dieta hiperlipidica (HF, n=9) e hiperlipidica
acrescida de 2% de jambolédo liofilizado (HF+J, n=12), por um periodo de 9
semanas, caracterizando a segunda fase do experimento ou fase de suplementacao
(representada como periodo Ti-T2). A Figura 3 apresenta o fluxograma do

delineamento experimental.
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ANALISES BIOQUIMICAS
E
HISTOLOGICAS

Figura 3. Fluxograma do delineamento experimental

CT: dieta controle normolipidica (AIN-93M); HF: dieta hiperlipidica. To: periodo inicial; T1: periodo final
da fase de inducédo e periodo inicial da fase de suplementagdo.To-T1: 12 a 82 semana (fase de
inducdo); Ti1-T2: 92 a 172 semana (fase de suplementacdo); T2: periodo final da fase de

suplementacgédo e do experimento.

Os animais foram mantidos em pares, acomodados em caixas de polietileno,
com temperatura controlada de 21 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro,
recebendo agua e dieta ad libitum. O peso corporal e o consumo alimentar dos
animais foram avaliados semanalmente e ao final do experimento foi avaliada o
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). A seguir € demonstrada a forma como o
peso e o CEA foram tratados, para os calculos do término de cada fase
experimental: Peso inicial (Po), peso corporal inicial dos camundongos, referentes ao
To. Peso final (P1), peso final dos camundongos, referentes ao T1, ou uUltimo dia da
fase de inducdo. Esse peso também se refere ao peso inicial da fase de
suplementacdo. Peso final (P2), peso final dos camundongos, referentes ao término
da fase de suplementacéo, no T2. Seguindo o apresentado a seguir, foram avaliados
os CEA da fase de inducdo (To-T1) e da fase de suplementagcdo (T1-T2), como

apresentado a seguir:
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CEA (To-T1) = (P1-Po)/CA1 (Aonde= CA1= Consumo alimentar do periodo To-T1)
CEA (T1-T2) = (P2-P1)/CA2 (Aonde= CA2 = Consumo alimentar do periodo T1-T2)

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum de
12 horas e preparou-se solugdo anestésica de 0,75mL de cetamina + 0,5mL de
xilazina + 0,75mL de soro fisiol6gico. A cada 100g de peso corporal do animal,
0,2mL da solucéo era administrada por via intraperitoneal. A eutanasia foi realizada
por exsanguinacao e o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca e acondicionado em
microtubos ndo heparinizados, que foram centrifugados a 2500g por 15 minutos a
4°C para obtencdo do soro. O soro foi transferido para microtubos identificados e
armazenado a -80°C até o momento das analises. Também foram coletadas
amostras de figado e tecido adiposo epididimal esquerdo, para as analises
histologicas. Em seguida, fez-se a relacdo entre o peso de cada um dos 6érgaos
previamente pesados, em relagcdo ao peso final (P2) de cada animal. Todos os
procedimentos experimentais realizados foram conduzidos de acordo com o
“National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of Experimental
Animals” e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da

Universidade Federal do Espirito Santo, protocolo n°® 016/2013 (Anexo A).

4.7 Biomarcadores metabdlicos e inflamatérios

As andlises de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), triacilglicerdis, acidos
graxos nao esterificados (NEFA) e glicose foram realizadas por analisador
bioquimico automéatico (Mindray BS120, Bioclin®/Quibasa) do Laboratério de
Bioquimica do Departamento de Farmacia e Nutricdo (CCENS/UFES). As andlises
foram determinadas a partir do soro dos animais, utilizando-se kits comerciais
enzimaticos colorimétricos (Bioclin®). O indice aterogénico foi calculado de acordo

com o proposto por Souza et al. (2010) de acordo com a férmula:

(colesterol total — HDL) x (HDL)™2.
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J& a concentracdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi estimada pela
Equacéo de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972):

LDL(mg/dL) = colesterol total — HDL — (triacilglicerois/5)

A determinacdo das moléculas de adesao intercelular-1 (ICAM-1), e-selectina
e inibidor de ativacdo do plasminogénio-1 (PAI-1) foi realizada por kits Miliplex
(MILLIPORE®), no Laboratorio Especializado em Analises Clinicas (LEAC, Séo
Paulo-SP).

4.8 Analise Histoldgica

As andlises histoldgicas foram realizadas no Laboratério de Morfologia Animal
do Departamento de Biologia (CCENS/UFES). Apds a eutanasia dos animais, 0
figado e o tecido adiposo epididimal esquerdo foram coletados e fixados em formol
tamponado (10%), permanecendo por 3 e 21 dias, respectivamente. Posteriormente,
fragmentos de aproximadamente 1cm? desses Orgaos foram desidratados em
concentracfes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 30 minutos em
cada etapa. Apés, os fragmentos receberam um banho de etanol 100% acrescido de
xilol (1:1) por 15 minutos, seguidos de dois banhos de xilol por 5 minutos cada. Os
tecidos foram embebidos em trés banhos de parafina (65°C), por 30 minutos cada e
foram incluidos em parafina. Os blocos formados foram armazenados em freezer até
o momento dos cortes. Utilizou-se um micrétomo (Leica RM2235) para os cortes dos
blocos, cuja espessura foi ajustada para 5um.

Os cortes foram estendidos em banho-maria (40°C) e colocados em laminas
de vidro, previamente higienizadas com alcool 70%, que foram estocadas em
laminarios de madeira para a secagem em temperatura ambiente. Apds secas, foi
feito o processo de montagem das laminas, como descrito: as laminas foram
desparafinizadas com dois banhos de xilol por 20 minutos cada e em seguida
receberam banho de etanol 100% acrescido de xilol (1:1) por 10 minutos. Em
sequéncia, os cortes foram desidratados com dois banhos de etanol 100% por 5
minutos. Apoés, as laminas foram colocadas em agua corrente durante 3 minutos. Os

cortes receberam, entdo, coloracdo com Hematoxilina-Eosina, que durou 30
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segundos e 10 minutos, respectivamente. Em seguida, os cortes foram novamente
desidratados com dois banhos de alcool 100% e diafanizados com dois banhos de
xilol por 30 segundos, cada. Por fim, os cortes foram cobertos com laminulas de
vidro, sobre balsamo do Canada.

Foram tiradas microfotografias dos cortes histologicos utilizando-se
microscépio oOptico acoplado a uma camera de captacdo de imagens (Zess) com
auxilio do software Zen 2.0. Para a analise do figado, foram capturadas
aleatoriamente, 5 imagens de cada animal, utilizando-se a lente objetiva de 20x.
Essa analise ocorreu de forma qualitativa, em que o grau da esteatose hepatica foi
classificado em: nenhum hepatdcito afetado (0), menos que 33% do parénquima
afetado (+), entre 33 e 66% do parénquima afetado (++) e maior que 66% do
parénquima afetado (+++) (CINTRA et al., 2006). J& para o tecido adiposo, foram
feitas microfotografias de uma regido do tecido para observar aleatoriamente um
campo de 30 adipdcitos, podendo-se fazer necessario o uso de 2 a 3 fotos, sendo

avaliada a area de cada adipdcito, com auxilio do software Image J.

4.9 Analise Estatistica

Inicialmente foi empregado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
Para os dados que seguiram distribuicdo normal foi empregado o teste t para avaliar
os grupos CT e HF, antes do periodo de suplementacdo. Os dados que nao
seguiram distribuicdo normal foram transformados, utilizando-se a funcao log 10.
Utilizou-se a “Two-way” analise de variancia (ANOVA), para avaliar o efeito da dieta
e do fruto e/ou as interacdes entre os grupos experimentais (CT, HF, CT+J e HF+J).
Para os dados que apresentaram interacdo Dieta x Fruto, a analise foi desdobrada e
utilizou-se o teste t para analisar separadamente os efeitos da dieta e do jambolao.
Os resultados foram expressos em média e erro padrdo. Ja as analises de
composicao fisico quimica foram realizadas em triplicata e analisadas com ANOVA
complementada com teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. As analises
estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do programa Statistica versao
10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicdo centesimal, compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante in vitro do jambol&o liofilizado

Os dados referentes a analise de composicdo centesimal, compostos
fendlicos e capacidade antioxidante do jambolao liofilizado, sdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo centesimal, compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante in vitro do jambol&o liofilizado

Andlises Concentracao
Lipideos (g/100g) 0,60
Proteinas (g/100g) 5,03
Cinzas (g/100g) 2,75
Umidade (g/100g) 25,20
Carboidratos (g/100g) 66,42
Compostos fendlicos totais (mg AGE/Q) 71,29
Atividade antioxidante - ABTS (umols Trolox/g) 1175
Atividade antioxidante — DPPH (% de retirada de radical DPPH) 93,7

Dados expressos em médias de 3 repeticoes.

Resultados semelhantes aos da composi¢cado centesimal do presente estudo
foram apresentados por Constancio (2015) e Dos santos (2015), que encontraram,
respectivamente, 0,9 e 2,239 de lipideos; 2,69 e 4,829 de proteinas; 3,129 e 2,739
de cinzas; 74,709 e 71,779 de carboidratos (g/100g).

No estudo de Constancio (2015), resultados inferiores foram observados para
compostos fendlicos totais (8,17mg AGE/g) e para a capacidade antioxidante
determinada pelo método do ABTS (71,58umols Trolox/g), quando comparados ao
presente trabalho. Rufino et al. (2010) encontraram resultados semelhantes ao
presente estudo, para a capacidade antioxidante do jamboldo (125umols Trolox/g) e
resultados inferiores para o conteudo de compostos fendlicos totais (11,17mg
AGE/qg). Tais diferencas entre as concentragfes de compostos bioativos pode ser
atribuida as variacdes de fatores como solo, clima e préaticas de colheita. Entretanto,
as informacgdes quanto ao plantio e manejo adequado do jamboléo ainda sdo vagos,
igualmente as informacdes referentes ao manejo pds-colheita e processamento
(VIZZOTO; FETTER, 2009).
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No estudo de Veigas et al. (2007), a atividade antioxidante do extrato da
casca do jamboldo foi de 78%, o que, segundo os autores, é classificado como uma
atividade de intensidade moderada a alta. No presente estudo, foi observada uma
atividade antioxidante ainda maior do extrato da casca e polpa do jambolao
liofilizado. Sugere-se que a atividade antioxidante do jamboléo se assemelhe a da
acerola que apresenta mais de 90% de atividade antioxidante e se destaca em
relacdo a laranja, que apresenta 70% de atividade antioxidante (MELO et al, 2008).

A alta atividade antioxidante do jambolao, caracteriza uma importante forma
de reverter o desequilibrio gerado no organismo quando submetido ao estresse
oxidativo. O estresse oxidativo € definido como um excesso na producdo de
espécies reativas de oxigénio, o que determina mudancas estruturais e funcionais no
organismo, podendo modular acidos nucléicos, lipideos e proteinas. O desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e antioxidantes pode
desencadear lesGes celulares, aumentar a expressdo de genes oncogénicos,
promover eventos cardiovasculares como a aterogénese e inflamacéo. Todos esses
eventos levam ao desenvolvimento de céancer, neurodegeneracdo, doencas
cardiovasculares e diabetes (KOZLOWSKA; SZOSTAK-WEGIEREK, 2014,
PISOSCHI; POP, 2015; REIS et al., 2016; YANG et al., 2011). Dessa forma, o
consumo de alimentos ricos em compostos antioxidantes, € essencial para reverter o
desequilibrio gerado no organismo. A alta atividade antioxidante do jamboldo é
relacionada com a presenca de compostos bioativos, como os compostos fendlicos
e antocianinas (FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011; REIS et al., 2016). Os
compostos fendlicos sdo conhecidos principalmente por sua atividade antioxidante,
mas também sado reconhecidos como importantes agentes cardiometabdlicos, uma
vez que conseguem eliminar espécies reativas de oxigénio, além de estimular as
defesas antioxidantes do organismo (VALKO et al., 2007).

Quanto as antocianinas, as cianidinas sdo as majoritarias encontradas no
jamboldo, embora a literatura cientifica demonstre que ainda ha presenca de
delfinidinas, petunidinas, malvidinas e peonidinas (DE BRITO et al., 2007; FARIA,
MARQUES; MERCADANTE, 2011; VEIGAS et al., 2007). Na Figura 4 sao
apresentados 0s cromatogramas de antocianinas majoritarias (cianidina 3-O-
glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo), encontradas no jamboldo. O primeiro pico,
identificado como C3G, refere-se a cianidina 3-O-glicosideo com concentracdo de
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0,56mg/g e o segundo pico, identificado como C3R, refere-se a cianidina 3-O-
rutinosideo com concentragcdo de 10,51mg/g. Pela soma das concentracbes de

ambas as antocianinas detectadas, obteve-se 11,07mg/g no jambolao liofilizado.

© 12 [
]
12 A 8] ES B 3
o 1"
1"
10
10
5 9
& 8
7 7
2. 2
5 <
E g®
4 4
3 3
2
2 2
1 (6]
1
P
-1
A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Tempo de retengdo (min) Tempo de retengdo (min)

Figura 4. Cromatogramas de antocianinas presentes no jambolao liofilizado, obtido
por CLAE

A: padrdo externo (cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo); B: jambol&o liofilizado.
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia. C3G: cianidina 3-O-glicosideo. C3R: cianidina 3-O-
rutinosideo. Condigfes cromatogréficas: sistema CLAE-DAD com detecgdo a 520 nm; coluna C18
(Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 um), equipada com coluna guarda (Phenomenex ODS C18, 4
mm x 3 mm); fase moével — agua ultrapura, pH 2, o qual foi ajustado com acido férmico (linha A) e
acetonitrila (linha B) (89:11, v/v); fluxo da fase mdvel: 1,0 mL/minuto; tempo de corrida de,

aproximadamente, 45 minutos.

5.2 Composicao centesimal das dietas experimentais

A andlise de composicao centesimal das dietas experimentais € apresentada
na Tabela 4. Para lipideos, os grupos HF e HF+J apresentaram os maiores valores,
guando comparados aos demais grupos experimentais, sendo 9 vezes maiores. Tal
resultado era esperado, uma vez que a composicdo das dietas experimentais
hiperlipidicas (HF e HF+J), continha 31,2% de banha animal. A justificativa para os
grupos CT e CT+J apresentarem maiores valores de umidade, se deve ao fato de
que essas dietas recebiam adi¢cdo de agua durante o seu preparo, para possibilitar a
producdo dos pellets para oferta aos animais. As dietas hiperlipidicas, nao
demandavam esse acréscimo de agua, uma vez que o alto teor de banha animal,

proporcionava a elaboracdo de pellets mais faceis de modelar. Para carboidratos, o
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grupo CT+J apresentou os maiores valores (p<0,05). Destaca-se que os resultados
das andlises de proteinas ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos
experimentais. Para as calorias das dietas, os grupos com dietas hiperlipidicas (HF e
HF+J), ofereciam quase o dobro de calorias, quando comparados com os grupos CT
e CT+J (p<0,05).

Tabela 4. Composicdo centesimal das dietas experimentais (g/100g e kcal/100g)

AMOSTRAS CT CT+J HF HF+J
Lipideos 3,98 +0,17° 4,03 +0,28° 35,21 £ 2,722 35,01 +1,72
Proteinas 10,02 £ 0,54 9,60 + 0,94 13,09 + 2,39 11,93 + 0,56
Cinzas 2,88 +0,17° 2,66 + 0,05° 3,950,222 4,50 + 0,572
Umidade 26,58 + 0,252 11,03 + 3,67° 4,08 + 0,23°¢ 4,19 + 0,25¢
Carboidratos 56,46 + 0,72° 72,67 + 4,492 43,61 + 4,89°¢ 45,61 + 2,76°
Calorias 301,00 £ 2,15° 365,4 +12,67° 544,00 + 13,542 549,20 + 17,072

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representam diferenca
estatistica, pelo teste de Tukey (p<0,05). CT: dieta controle normolipidica; CT=J: dieta controle
normolipidica + 2% de jamboléo liofilizado; HF: dieta hiperlipidica; HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de

jambolao liofilizado.

5.3 Consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA)

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de peso inicial, peso final, ganho de
peso, consumo diario e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), referente ao
periodo TO a T1, assim chamado para identificar a primeira fase do experimento ou
fase de inducédo, que antecede a suplementacédo, onde TO representa 0 momento

inicial dos animais no experimento e T1 marca o término da fase de inducdao.
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Tabela 5. Peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g), consumo diario (g) e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos camundongos alimentados com as

dietas experimentais, durante a fase de inducao (periodos TO a T1)

Parametros Grupos experimentais
CT (n=20) HF (n=21) Teste T (valor de p)
Peso inicial (P0) 49,82 + 1,29 49,18 + 1,62 0,758
Peso final (P1) 58,83 + 1,59 61,16 £ 2,28 0,408
Ganho de Peso (g) 10,04 + 1,07 13,78 £ 1,45 0,048
Consumo diario (g) 7,86 +0,19 4,37 £ 0,08 <0,001
CEA (T1) 2,15+ 0,27 5,60 + 0,53 <0,001

Dados expressos em média + EP. CT: dieta controle normolipidica; HF: dieta hiperlipidica. PO: Peso
corporal dos animais no periodo TO (inicio do experimento e da fase de indu¢do). P1: Peso corporal
dos animais no periodo T1 (82 semana, final da fase de inducao e inicio da fase de suplementac¢éo).

CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar.

N&o foram observadas diferencas estatisticas quanto ao peso inicial (TO) e
peso final (T1) em ambos os grupos. Os animais alimentados com a dieta
hiperlipidica apresentaram um maior ganho de peso e menor consumo diério
(p<0,05). Também foi observado um maior coeficiente de eficiéncia alimentar para a
dieta hiperlipidica (p<0,001). Tais resultados demonstram a eficacia das dietas,
devido ao fato de que embora o grupo CT tenha consumido mais dieta do que o
grupo HF, a alta densidade caldrica da dieta hiperlipidica proporcionou maior ganho
de peso no grupo HF em relacdo ao grupo CT.

A Tabela 6 mostra os dados de peso inicial, peso final, ganho de peso,
consumo diario e CEA no periodo que compreendeu a fase de suplementacédo (T1 a
T2). Nesta fase, T1 marca o fim da fase de indugdo e inicio da fase de
suplementacdo e T2 marca o fim da fase de suplementacdo. Nao foram observados
efeitos da interacdo Dieta x Jamboldo em nenhum dos parédmetros analisados,
embora os efeitos isolados, dieta ou jamboldo, tenham exercido efeito sobre alguns

parametros.
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Tabela 6. Peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g), consumo diario (g) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos

camundongos alimentados com as dietas experimentais, durante a fase de suplementacéo (periodos T1 a T2)

Grupos Experimentais ANOVA (valores p)
Parametros Efeito da Efeito do Interacao
CT (n=8) CT+J (n=10) HF (n=5) HF+J (n=10) Dieta  Jamboldo DietaxJambolado
Peso inicial (T1) 59,96+2,62 57,87+2,34 57,90+3,32 59,17+2,34 0,88 0,87 0,53
Peso final (T2) 64,76+2,43 67,95+2,17 67,30+£3,07 71,56+2,17 0,22 0,14 0,83
Ganho de peso (T2-T1) 6,16+2,01  10,08+1,55 9,40+2,20 14,77+1,74 0,04 0,02 0,70
Consumo diario (T2) 7,01+0,17 7,21+0,15 4,04+0,21 4,73+0,15 <0,001 0,01 0,16
CEA (T2) 1,41+0,64 2,35+0,52 3,69+0,70 5,67+0,59 <0,001 0,02 0,40

Dados expressos em média + EP. Os efeitos da dieta, jamboldo e da interacdo Jambol&do x Dieta foram testados utilizando-se Anova Fatorial (p<0,05). CT:
dieta controle normolipidica; CT=J: dieta controle normolipidica + 2% de jamboldo liofilizado; HF: dieta hiperlipidica; HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de

jambol&o liofilizado
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N&o foram observados efeitos da dieta, do jamboldao ou da interacdo de
ambos sobre o0 peso inicial (P1) e peso final (P2) dos animais experimentais durante
o periodo T1 a T2. J& para o ganho de peso, foi observada influéncia da dieta e do
jambolao (p<0,05). O efeito da dieta sobre o ganho de peso se explica devido ao alto
contetdo de lipideo nas dietas hiperlipidicas, que favorecem a um ganho de peso
mais acentuado. Ja sobre o efeito do jambolédo, a literatura apresenta resultados
tanto de diminuicdo quanto de aumento de peso com a suplementacdo com
jamboldo. Os trabalhos de Prince, Menon e Pari (1998) relataram diminuicdo do
ganho de peso, com a administracdo do jambol&o, jA& em outros estudos como o de
Singh e Gupta (2007) é possivel observar que animais diabéticos que foram tratados
com extratos de sementes de jambolao tiveram um acentuado ganho de peso, o
mesmo foi abordado nos trabalhos de Prince, Kamalakkannan e Menon (2004), em
gue animais hiperglicémicos apresentavam perda de peso acentuada sem a
administracdo do jamboldo o que era revertido com a suplementacéo do extrato das
folhas do fruto.

Quanto ao consumo alimentar (Tabela 6), observou-se influéncia da dieta e
do jamboldo (p<0,05). O efeito exercido pela dieta pode ser justificado pela alta
densidade calorica e o maior contetdo lipidico das dietas hiperlipidicas (Tabela 4).
Ja o0s grupos que recebiam suplementacdo com jamboldo (CT+J e HF+J)
apresentaram maior consumo alimentar quando comparados com as mesmas dietas
sem adicdo do fruto (CT e HF, respectivamente), o que pode ser atribuido a melhor
palatabilidade que o jambol&o ofereceu as dietas.

Por fim, o CEA sofreu influéncia da dieta e do jamboldo (p<0,05), onde os
fatores contribuiram para os maiores valores serem apresentados nos grupos que

recebiam dietas hiperlipidicas.

5.4 Biomarcadores metabélicos e inflamatérios

Na Tabela 7 estéo listados os parametros metabdlicos e inflamatérios no soro

dos camundongos alimentados com as dietas experimentais.
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Tabela 7. Parametros metabdlicos e inflamatorios em soro dos camundongos alimentados com as dietas experimentais

Parametros Grupos Experimentais ANOVA (valores p)
CT (n=b) CT+J (n=8) HF (n=6) HF+J (n=6) Dieta Jamboldao  JamboldoxDieta

Triacilglicerol(mg/dL)  115,57+16,69 72,34+13,19 52,06+15,23 69,61+15,23 0,04 0,40 0,06
Colesterol (mg/dL) 114,85+11,17 103,41+8,44 147,03+9,12 140,59+49,12 <0,001 0,35 0,79
HDL (mg/dL) 64,97+6,55 56,65+5,17 69,40+5,97 65,32+5,17 0,26 0,29 0,71
LDL (mg/dL) 58,90+11,46 55,91+9,06 68,04+11,46 65,19+9,68 0,38 0,78 0,99
indice Aterogénico* 1,18+0,12 1,17+0,10 1,11+0,10 1,18+0,12 0,84 0,79 0,73
CT/HDL* 2,18+0,13 2,24+0,10 2,10+0,11 2,20+0,10 0,62 0,46 0,84
LDL/HDL* 0,84+0,13 0,99+0,10 0,93+0,13 1,03+0,11 0,61 0,30 0,83
Glicose (mg/dL) 329,57+41,8 222,75+£31,2 296,3+35,4 368,7+£33,1 0,12 0,63 0,01
NEFA (mEq/L) 3,62+0,54 3,21+0,41 2,23+0,44 2,61+0,44 0,04 0,97 0,40
e-selectina 34,95+10,7 18,51+8,1 39,71+8,8 17,68+8,8 0,83 0,04 0,76
ICAM-1 (pg/mL) 26,92+3,8 36,12+2,7 44,14+3,4 37,36%2,8 <0,001 0,71 0,02
PAI-1 (pg/mL) 6,03+1,7 3,63+1,2 4,29+1,5 4,07+1,2 0,65 0,37 0,46
AST (U/L) 111,09+15,58 77,54+11,61 134,33+13,16 75,57+14,22 0,44 <0,001 0,36
ALT (U/L) 22,94+6,74 27,75+5,70 42,80+5,70 65,63%6,15 <0,001 0,03 0,15

Dados expressos em média + EP. Os efeitos dieta, jamboldo e a interagdo JamboldoxDieta foram testados utilizando-se Anova Fatorial (p<0,05). CT: dieta

controle normolipidica; CT=J: dieta controle normolipidica + 2% de jambolao liofilizado; HF: dieta hiperlipidica; HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de jambolao
liofilizado; *indice aterogénico: (colesterol total — HDL-c) x (HDL-c) (SOUZA et al., 2010); Colesterol total/HDL e LDL/HDL (indices de Castelli | e II,

respectivamente). NEFA: acidos graxos néo esterificados; ICAM-1: molécula de adeséo intercelular; PAI-1: inibidor de ativa¢cdo do plasminogénio 1; AST:

aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase.
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As dietas ricas em gordura sé&o associadas ao desenvolvimento de obesidade
e dislipidemias. O tipo de gordura ingerida se relaciona com a composic¢ao corporal,
perfil lipidico, expressdo de biomarcadores inflamatorios e alteracdes que podem
contribuir para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MENSINK et al.,
2003; PANIAGUA, 2016; OUCHlI et al., 2016).

Quanto a concentracdo de triacilgliceréis, foi observado efeito da dieta
(p<0,05), com altos valores no grupo CT. Esse resultado pode ser justificado pelo
fato da dieta CT ter mais carboidratos em sua composicdo, na forma de amido de
milho, quando comparada com as dietas hiperlipidicas, onde o macronutriente
predominante é o lipideo. Ramos-Lopez et al. (2016) sugerem que dietas ricas em
carboidratos também podem desencadear hipertrigliceridemias, como foi observado
no presente trabalho, em que a dieta influenciou os valores lipidicos sanguineos.

Quanto ao colesterol, também foi observado efeito da dieta (p<0,05), onde o
fator dieta contribuiu para os altos valores dos grupos que receberam dieta
hiperlipidica (HF e HF+J). Os autores Kennedy et al.(2009), Milanski et al. (2009) e
Niknam et al. (2014), sugerem que dietas ricas em gorduras, principalmente as
saturadas, exercem influéncia sobre o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol,
enquanto as gorduras monoinsaturadas exercem efeito contrario, diminuindo o
colesterol plasméatico (KENNEDY et al., 2009; MILANSKI et al., 2009; NIKNAM et al.,
2014).

A concentracao de glicose, foi afetada pela interacéo dieta e fruto (p<0,05). A
Figura 5 retrata a glicemia dos animais experimentais e permite observar que
apenas os grupos CT+J e HF+J diferiram estatisticamente (p<0,05), onde o grupo

HF+J apresentou os maiores valores de glicemia.
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Figura 5. Glicemia dos animais experimentais

Dados expressos em média + DP. CT: dieta controle normolipidica; CT=J: dieta controle normolipidica
+ 2% de jambolao liofilizado; HF: dieta hiperlipidica; HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de jambolao
liofilizado. *Diferenca estatistica entre os grupos CT+J e HF+J pelo teste t (p<0,05).

A hiperglicemia € um fator que causa danos nas células cardiacas
promovendo o desenvolvimento de cardiomiopatias, processo em que ocorre
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, tendo como resultado o
estresse oxidativo forte nos cardiomidcitos (ATALE et al., 2016). Diversas partes do
jambolao, incluindo sementes e polpa, sdo reconhecidas como grandes aliadas na
terapia do diabetes, diminuindo as concentracdes de glicose. Tal efeito se deve ao
alto teor de compostos fendlicos e antocianinas presentes no fruto (SWAMI et al.,
2012). Reducado das concentracdes de glicose, bem como uma melhor resposta a
insulina, devido a suplementacdo com jamboldo, foram observadas nos estudo de
Sharma et al. (2003) e Sharma, Balomajumder e Roy (2008) com ratos diabéticos e
ratos obesos, respectivamente, que receberam extratos de jamboldo ricos em
flavonoides. Entretanto, no presente estudo, o consumo de jambolao associado ao
alto consumo de dieta hiperlipidica ndo resultou em diminuicdo da glicemia.

Os acidos graxos nao esterificados (NEFA) sofreram influéncia da dieta
(p<0,05), onde o fator contribuiu para os menores valores observados nos grupos
gue receberam dieta HF e HF+J. O excesso de NEFA pode provocar elevada
secrecdo de insulina pelo pancreas, provocando lipotoxicidade. Tanto dietas ricas
em lipideos, quanto dietas ricas em carboidratos podem levar ao aumento nas
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concentragdes de glicose, insulina circulante e NEFA, fatores que contribuem para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Um fluxo elevado de NEFA no figado
aumenta a sintese de triacilgliceréis e secrecao de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (SNIDERMAN; CIANFLONE, 1993), além de inibir a captacdo de
glicose mediada pelo estimulo insulinico, ocasionando a resisténcia a insulina
periférica. Sendo assim, a hipertrigliceridemia em associacdo, ou ndo, com o
aumento de NEFA, comum em individuos diabéticos, apresentam papel importante
no desenvolvimento de DCV (HARDMAN, 1999).

No presente estudo, dois grupos experimentais receberam dietas
hiperlipidicas, baseadas na adicdo da banha animal. Entretanto, a banha animal néo
apresenta apenas gorduras saturadas, como também gorduras monoinsaturadas
(40,08%), gorduras poliinsaturadas (14,68%) e cerca de 45,05% de gorduras
saturadas (ALMEIDA et al., 2009). O tipo de gordura da alimentacdo estd associado
com o perfil lipidico e expressdo de biomarcadores inflamatérios, o que pode
explicar por que nem todos os parametros metabdlicos e inflamatorios analisados
expressaram resultados significativos. Dietas saturadas, por exemplo sao
associadas ao desenvolvimento de doencas como obesidade e doencas
cardiovasculares, devido ao seu perfil pro-inflamatério (SOUZA et al.,, 2005),
enquanto que gorduras monoinsaturadas sao retratadas com potencial efeito
protetor contra o desenvolvimento de doencas, melhora do perfil lipidico e
diminuicdo de respostas inflamatorias (DIJK et al., 2009). Finucane et al. (2015)
demonstraram que dietas hiperlipidicas com altos teores de &cidos graxos
monoinsaturados podem melhorar a sensibilidade a insulina, além de diminuir a
expressao de biomarcadores inflamatérios.

Vasodilatagdo, inibicdo da disfungcdo endotelial e inibicdo da agregacao
plaguetaria s&o mecanismos de protecdo contra DCV. O oxido nitrico esta envolvido
na regulacéo do tonus vascular, além da supressao da expressédo de moléculas de
adesdo endotelial. A e-selectina € um marcador confiavel, fortemente associado com
fatores de risco cardiovascular e que intercede a interacdo plaguetas-leucdcitos. A e-
selectina é expressa em situacdes de resposta inflamatdria, quando células
endoteliais sdo ativadas e atua como um agente adesivo. Estudos indicam uma
associacdo das altas concentracdes de e-selectina com infarto do miocéardio e
aumento da pressdo sanguinea (DEROSA; MAFFIOLI, 2016). Igualmente, a
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molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) é relacionada com a incidéncia de DCV
entre homens e mulheres. Ela é expressa em concentracdes baixas pelas células
endoteliais, linfocitos e mondcitos, entretanto, em casos de inflamacdo, suas
concentracfes podem ser significativamente elevadas pela presenca de citocinas e
espécies reativas de oxigénio (HUBBARD; ROTHLEIN, 2000; RIDKER et al., 2000).
As concentragfes de ICAM-1 aumentam anos antes do primeiro infarto do miocardio
do individuo cardiaco, o que a torna uma boa preditora do risco cardiovascular
(RIDKER et al., 2000).

Foi observado efeito do jambolado (p<0,05) sobre as concentracbes de e-
selectina, onde o fator contribuiu para os menores valores expressos pelos grupos
CT+J e HF+J. Tal resultado evidencia o efeito positivo do jamboldo sobre a
expressao de marcadores inflamatdrios associados a saude vascular, em especial a
e-selectina, uma vez que néo foram encontrados estudos que avaliaram o efeito da
suplementacdo com jambolao sobre as concentracdes de e-selectina.

Sugere-se que a capacidade de reduzir as concentracfes de biomarcadores
inflamatoérios como ICAM, VCAM e e-selectina, se atribua a acdo de compostos
fenolicos, amplamente difundidos entre as frutas. No estudo de Novotny et al.
(2015), os autores trabalharam com suco de cranberry e observaram efeitos na
reducdo de proteinas C reativas, entretanto, ndao foram observados efeitos de
reducado nas concentracdes de ICAM-1 e VCAM-1.

No presente estudo, a concentracdo de ICAM-1 sofreu efeito tanto da dieta
isoladamente, quanto da interacdo Dieta x Jamboldo. A Figura 6, demonstra as
concentracbes de ICAM-1 dos animais experimentais e permite observar que o
grupo HF diferiu do grupo HF+J (p<0,05), onde o grupo HF apresentou 0s maiores
valores de ICAM-1, demonstrando um possivel efeito do jamboldo em reduzir as
concentracbes dessa molécula de adeséo, quando em presenca de uma dieta rica
em gordura. O grupo HF também diferiu do grupo CT (p<0,05), apresentando,
novamente, os maiores valores, demonstrando a associagdo do alto consumo de

gordura com a expresséao elevada de ICAM-1.
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Figura 6. Molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) dos animais experimentais

Dados expressos em média + DP. CT: dieta controle normolipidica; CT=J: dieta controle normolipidica
+ 2% de jambolédo liofilizado; HF: dieta hiperlipidica; HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de jambolao

liofilizado. *Diferenca estatistica entre os grupos HF e HF+J; CT e HF pelo teste t (p<0,05).

Os resultados destacados anteriormente chamam atencéo para o consumo do
jambolao. As dietas suplementadas com 2% de jamboléo liofilizado, séo ricas em
compostos fendlicos e antocianinas, o que faz com que desempenhem efeitos sobre
o perfil lipidico, efeitos antioxidantes e efeitos na reducdo da expressdo de
marcadores inflamatorios, fatores relacionados com o0 menor risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (CHAGAS; FRANCA; PAES, 2015;
MARAN; SIVAKUMAR, 2015; REIS et al., 2016; SHUKLA et al., 2014).

A concentracdo de aspartato aminotransferase (AST), sofreu influéncia do
jambolao (p<0,05), onde o fator contribuiu para os menores valores apresentados
pelos grupos suplementados com jambolé&o liofilizado (CT+J e HF+J). Para alanina
aminotransferase (ALT), foi observada influéncia da dieta e do jambolao, mas néo da
interacdo de ambos (p<0,05).

Danos hepéticos podem provocar a liberagdo de enzimas como AST e ALT na
circulacdo, fazendo com que ambas sejam utilizadas como bons marcadores de

hepatotoxicidade. Niveis elevados de AST se relacionam as lesGes hepéaticas
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semelhantes as provocadas por hepatite viral, infarto e danos musculares. Da
mesma forma, ALT, que medeia a conversdo de alanina em piruvato e glutamato, &
utilizada como indicador especifico de injarias no figado (ABOLFATHI et al., 2012).
Sharma et al. (2013) reportaram diminuicdo das concentracdes séricas de AST e
ALT com administracdo de extrato de semente de jamboldo em camundongos Swiss
diabéticos. Hossain et al. (2011) também demonstraram efeito do jamboldo na

reducdo das enzimas.

5.5 Andlise dos tecidos hepatico e adiposo epididimal

Os resultados referentes a andlise do figado e tecido adiposo epididimal, sdo
apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Analise dos tecidos hepatico e adiposo epididimal dos animais experimentais

Parametros Grupos Experimentais ANOVA (valores p)
Efeito Efeito Interacéo
CT (n=7) CT+J (n=8) HF (n=5) HF+J (n=9) da do Dieta x
Dieta Jamboldo Jamboléo
Figado (g) 2,07 +£0,19 1,95+0,18 2,14 £ 0,22 2,22 +0,16 0,38 0,92 0,60
Figado/P2 (%)* 3,17+ 0,21 2,82+ 0,20 3,15+ 0,25 3,13+0,19 0,51 0,41 0,39
TA (9) 0,81+0,12 0,91+0,11 1,30+0,15 1,14+0,11 <0,01 0,82 0,33
TA/P2 (%)** 1,26 £ 0,20 1,31+0,19 1,94+0,24 1,62+0,18 0,02 0,52 0,39
Area Adipécitos  0,89x10°+ 1,28x10° 0,72x106+ 1,28x10° 1,27x10°+1,28x10° 1,02x10° +1,28x10% 0,009 0,17 0,95

Dados expressos em média + EP. CT: dieta controle normolipidica; CT=J: dieta controle normolipidica + 2% de jambolao liofilizado; HF: dieta hiperlipidica;

HF+J: dieta hiperlipidica + 2% de jambolao liofilizado. TA: Tecido Adiposo. P2: Peso final (1783semana, fim da fase de suplementacao). *Peso do figado/Peso

corporal final dos animais x 100 e **Peso do tecido adiposo/Peso corporal final dos animais x 100.
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N&o foram observados efeitos do fruto em nenhum dos parametros
analisados. No entanto, foi observado efeito da dieta sobre o peso do tecido adiposo
(g) e na relacdo tecido adiposo/peso final experimental (p<0,05). Neste caso, o
consumo de dieta hiperlipidica provocou aumento do tecido adiposo.

Em relacdo a &rea dos adipdcitos, observa-se o efeito da dieta (p<0,05), o que
confere & dieta hiperlipidica a capacidade de induzir o aumento da area dos
adipécitos. Essa informacéo é importante, uma vez que o tecido adiposo secreta
substancias que estdo envolvidas na homeostase corporal. Entretanto, o tecido
adiposo hipertrofiado apresenta alto grau de inflamag&o, com aumento da secregéo
de proteinas pré-inflamatérias e mediadores inflamatérios. Como pode ser verificado
na Tabela 7, os animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram maiores
concentracfes sérica de colesterol e de ICAM-1. Ainda, destaca-se que o grupo HF
(Tabela 7) apresentou o maior valor para e-selectina, embora ndo se tenha
evidenciado efeito da dieta para esse parametro. Ressalta-se que alteracdes na
secrecdo de biomarcadores inflamatérios podem contribuir para o desenvolvimento
de resisténcias sistémicas a insulina, obesidade, dentre outras comorbidades que
agravam o processo inflamatorio (CASPAR-BAUGUIL et al., 2012; GUIMARAES et
al., 2007; KERSHAW; FLIER, 2004).

O quadro inflamatério gerado pela obesidade pode ser promovido pela via de

sinalizacdo do fator nuclear kB (NFkB). A estimulacdo dessa via pode ocorrer por

interacdo de um ligante aos receptores de superficie celular, como os receptores do
tipo Toll (TLR-4), os quais podem ser ativados por lipopolissacarideos (LPS) ou por
acidos graxos, como os saturados. Quando um acido graxo saturado se liga ao
receptor pode ocorrer liberacdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), expressao de
prostaglandinas, proteinas C reativas, fator de necrose tumoral a (TNF- a),
interleucinas e demais biomarcadores inflamatorios, como ICAM e PAI-1
(DANDONA; ALJADA; BANDYOPADHYAY, 2004; LAU et al., 2005; LEE et al., 2001,
VAN GAAL; MERTENS; DE BLOCK, 2006). No presente estudo, as dietas
hiperlipidicas eram compostas por uma grande fragdo de banha animal (31,2%), a
qual contem grande concentracdo de acidos graxos saturados; o que pode ter
favorecido a sinalizacdo para expressao de biomarcadores inflamatérios no animais
tratados com dietas HF. Na Figura 7 sdo apresentadas as microfotografias do tecido

hepatico e do tecido adiposo epididimal dos camundongos.
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(+) 3/5 (+) 3/5 (++) 5/5 (+) 2/5

Figura 7. Fotomicrografias dos tecidos hepético (A,B,C e D) e adiposo epididimal (E,F,G e H) dos camundongos (n=5/grupo)

A e E - CT: dieta controle normolipidica; B e F - CT+J: dieta controle normolipidica + 2% de jdAmbolao liofilizado; C e G- HF: dieta hiperlipidica; D e H - HF+J:
dieta hiperlipidica + 2% de jambolao liofilizado. Menos que 33% (+), entre 33% e 66% (++) e maior que 66% (+++). Coloracdo hematoxilina-eosina (HE),
barra 20 um. Resolucdo 500 pixels. As setas indicam deposi¢do lipidica no parénquima hepético. 3/5: em 5 animais avaliados 3 apresentaram a

caracteristica. 5/5: em 5 animais avaliados 5 apresentaram a caracteristica. 2/5: em 5 animais avaliados 2 apresentaram a caracteristica.
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O grupo HF foi classificado com infiltrac&o lipidica no figado entre 33 a 66%
dos hepatdcitos, ao passo que o grupo HF+J, semelhante aos grupos CT e CT+J, foi
classificado com infiltracdo lipidica inferior a 33% no parénquima hepatico. Esse
resultado demonstra que a suplementacdo com 2% de jambolédo liofilizado foi
eficiente na redugdo do desenvolvimento de esteatose hepética. Os achados
corroboram o estudo de Hossain et al (2011), que demonstrou o efeito protetor do
jambolao contra o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica no figado. Embora os
autores tenham trabalhado com animais com esteatose alcodlica, sugere-se que 0s
efeitos encontrados, sejam 0os mesmos para todas as doencas que tenham como
caracteristica um quadro inflamatério, como a esteatose nao alcodlica.

Quanto ao tecido adiposo, € possivel observar que os adipécitos dos grupos
CT e CT+J apresentavam tamanhos e formatos mais uniformes, enquanto que 0s
grupos HF e HF+J apresentavam adipdcitos maiores e mais alongados. Esse efeito
€ atribuido a dieta hiperlipidica que promoveu maior aumento da area dos
adipécitos, como discutido na Tabela 8.

Em estudos prévios de nossa equipe de pesquisa, Santana (2014) e
Constancio (2015) observaram efeitos da suplementacdo de dieta de cafeteria com
2% de jambolao liofilizado. No estudo de Sant'ana (2014) foi possivel observar uma
alta atividade antioxidante sérica do fruto em relacdo ao grupo controle. No estudo
de Constancio (2015) foram observadas reducdes significativas nas concentraces
de colesterol, LDL, triacilgliceréis e area dos adipdcitos dos animais. Vale ressaltar
as diferencas quanto as metodologias empregadas nos trabalhos anteriormente
citados e no presente estudo, que podem influenciar na diferenca de alguns
resultados obtidos. Nos trabalhos de Sant’ana e Constancio o objetivo foi avaliar os
efeitos do jambolao liofilizado sobre as alteragbes induzidas pelo consumo de uma
dieta de cafeteria, enquanto que no presente estudo o objetivo foi avaliar o efeito do
jamboléo liofilizado como tratamento alternativo para disfungbes geradas pelo

consumo de uma dieta hiperlipidica.
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6 CONCLUSAO

Como planejado, o modelo experimental conferiu maior ganho de peso nos
animais que receberam dieta hiperlipidica, demonstrando que o modelo foi eficaz.

Foi demonstrado que a dieta pode potencializar o processo inflamatorio, como
o presente em doencas cardiovasculares, promovendo o aumento nas
concentracbes de colesterol total, aumento da gordura epididimal, promocédo de
esteatose hepatica e expressao de marcadores inflamatorios como ICAM-1 e ALT.

Por outro lado, a suplementacdo com 2% de jambolao liofilizado foi eficaz em
minimizar alguns agravos presentes no processo inflamatério e/ou relacionados ao
risco cardiovascular, diminuindo a concentracdo do biomarcador cardiovascular e-
selectina. Ainda, foi possivel observar efeito do jamboldo sobre a reducdo das
concentracdes de ICAM-1, quando na presenca de dietas ricas em gordura. Quanto
ao seu efeito hepatoprotetor, observou-se reducdo da lesdo hepatica, AST e
protecdo do figado contra a infiltracdo lipidica e consequente esteatose hepatica,
como apresentado na analise histolégica do 6rgao.

Como expectativas futuras, sugere-se a necessidade de novos estudos sobre
0 jamboldo, com aprofundamento das pesquisas na modulacdo de biomarcadores
associados as doencas cardiovasculares, em especial, sobre sua acdo na expressao

de e-selectina, uma vez que dados na literatura ainda sdo escassos.
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ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica

®

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiRl:l"O SANTO
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Certificamos que o Protocolo n°. 016/2013, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado “Avaliagdo do potencial anti-inflamatorio,
antioxidante e antiaterogénico dos frutos da jaboticaba
(Myrciaria cauliflora), da palmeira jussara (Euterpe edulis
Martius) e do jambolao (Syzygium cumini) em modelos
animais.”, que tem como responsavel o (a) docente André
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